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Die Antikörper-gesteuerte Modifikation von gegenregulatorischen Rezeptoren wie CTLA-4 und PD-1, 
sogenannten Immun-Kontrollpunkten, wird als neue Säule der Tumortherapie bereits seit einigen 
Jahren erfolgreich in der Klinik eingesetzt. Gegen CTLA-4 und PD-1 gerichtete Antikörper sollen 
durch Inhibierung der immunologischen T-Zell-Bremse die Funktion tumorantigenspezifischer T-
Effektorzellen und damit die Ausbildung einer effektiven Antitumor-Immunität stimulieren. Ein 
herausragendes Merkmal der Kontrollpunkt-Inhibitoren ist die Induktion langanhaltender 
Immunantworten, die das Wachstum bereits bestehender Tumoren und Metastasen kontrollieren 
und so zu Langzeit-Überlebensraten führen, die vor wenigen Jahren noch undenkbar waren. Die 
kombinatorische Hemmung von CTLA-4 und PD-1 ist den jeweiligen Monotherapien überlegen und 
bereits für die klinische Anwendung zugelassen. Trotz eines stetig wachsenden Indikations-
Spektrums gegen solide und hämatologische Tumorarten wurde die genaue Wirkweise dieser neuen 
Immuntherapeutika bisher nicht geklärt. Um Mechanismen zu untersuchen, die für das verbesserte 
Überleben nach der therapeutischen Blockade von PD-1 und CTLA-4 verantwortlich sind, wurde im 
Rahmen dieser Arbeit das endogene λ-MYC-Lymphommodell der Maus verwendet. Dieses Spontan-
Tumormodell, welches dem klinischen Bild des humanen Burkitt-Lymphoms entspricht, ermöglichte 
neben der Untersuchung von Immunantworten während der Tumorentwicklung auch die 
therapeutische Intervention mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern. 
Neben NK-Zellen und DZ waren auch T-Zellen im λ-MYC-Tumor trotz eines aktivierten Phänotyps in 
ihrer Funktion eingeschränkt. Bedingt durch die chronische Tumorantigen-Stimulation zeigte ein Teil 
der tumorinfiltrierenden T-Effektorzellen eine zunehmende funktionelle Erschöpfung. Die 
Suppression der T-Zellen im Tumor wurde durch den gesteigerten Anteil immunsupprimierender 
CD4+Foxp3+ Treg und die Hochregulierung inhibitorischer Rezeptoren verstärkt, so dass 
tumorreaktive T-Zellen die Lymphomentwicklung in λ-MYC-Tieren nicht verhindern konnten. Die auf 
intratumoralen T-Lymphozyten hochregulierten Moleküle PD-1 und CTLA-4 stellten geeignete 
Strukturen für den zielgerichteten Einsatz von αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern dar, welche 
inhibitorische Signale aufheben und eine effektive Antitumor-Immunantwort induzieren sollten. 
Tatsächlich konnte die In-vivo-Doppelblockade von PD-1 und CTLA-4 die Tumorprogression in λ-MYC-
Mäusen signifikant verzögern und die Tumorentwicklung bei einigen Tieren gänzlich unterdrücken. 
Dies wurde auf die wiederhergestellte Effektorfunktion der intratumoralen CD4+ und CD8+ T-Zellen 
nach αPD-1/αCTLA-4-Therapie zurückgeführt, welche sich in einer verstärkten Aktivierung, IFN-γ- 





Einige der λ-MYC-Tiere wurden durch die PD-1-/CTLA-4-Blockade geheilt; dafür bot die 
Tumordestruktion durch aktivierte T-Zellen eine Erklärung. Doch bei den meisten Mäusen wurde 
kein Langzeitüberleben beobachtet, sondern eine starke Verzögerung des Tumorwachstums. Hier 
wurde durch den unveränderten Anteil der CD19+ Lymphomzellen nach αPD-1/αCTLA-4-Behandlung 
gezeigt, dass diese nicht durch reaktivierte T-Effektorzellen zerstört worden waren. Da sowohl die 
Seneszenz, die durch einen irreversiblen Proliferations-Stopp gekennzeichnet ist, als auch die 
Apoptose primäre zelluläre Verteidigungsmechanismen zur Unterdrückung der Tumorgenese sind, 
wurden sie als potenzielle Ursachen für das verzögerte Tumorwachstum nach αPD-1/αCTLA-4-
Behandlung untersucht. Während nach der In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade eine geringe 
Apoptoseinduktion in Tumorzellen beobachtet wurde, hatte der Anteil seneszenter CD19+ 
Lymphomzellen signifikant zugenommen. Mithilfe transgener Mäuse konnte der direkte 
Zusammenhang zwischen Seneszenzinduktion und verbesserter Tumorkontrolle nach αPD-1/  
αCTLA-4-Therapie in vivo belegt werden. Durch die genetische Ausschaltung des Seneszenz-Gens 
p21 in λ-MYC-Mäusen konnte die Antikörper-Therapie das Überleben der Tiere nicht mehr 
signifikant verlängern. Im λ-MYC-Lymphommodell kamen demnach die zelluläre Seneszenz und in 
geringerem Maße die Apoptose als Mechanismen für die Tumor-Wachstumsarretierung nach αPD-1/ 
αCTLA-4-Therapie in Frage. 
In Lymphomzellen, welche aus λ-MYC-Tumoren generiert worden waren, konnte in vitro durch 
Zugabe der immunstimulierenden Zytokine rIFN-γ und rTNF Seneszenz induziert werden. Da T-Zellen 
nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade vermehrt IFN-γ und TNF sezernierten, wurde der direkte Einfluss 
dieser Zytokine auf die verbesserte Tumorkontrolle nach αPD-1/αCTLA-4-Gabe analysiert. Die In-
vivo-Neutralisierung sowohl von IFN-γ als auch von TNF führte zu einer Aufhebung des 
Therapieerfolges nach Kontrollpunkt-Hemmung sowie zu einer Reduktion der Therapie-induzierten 
Seneszenz in Tumorzellen. Damit konnte die Notwendigkeit von IFN-γ und TNF für den 
therapeutischen Erfolg der Antikörper-Therapie gezeigt werden. 
Die gesteigerte Produktion von IFN-γ und TNF nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade wurde auf 
reaktivierte NK- und T-Zellen zurückgeführt. Um deren Rolle als IFN-γ- und TNF-Produzenten für den 
Therapieerfolg zu untersuchen, wurden diese Zellpopulationen während der αPD-1/αCTLA-4-
Behandlung in vivo depletiert. Durch den Einsatz NK-Zell-depletierender Antikörper wurde das 
Überleben der λ-MYC-Mäuse reduziert und somit die zytokinabhängige Tumorsuppression durch 
Kontrollpunkt-Inhibitoren belegt. Der Verlust der CD8+ und CD4+ T-Zellen in λ-MYC-Mäusen ließ 
überraschenderweise keinen signifikanten Überlebensunterschied zu Tieren, die nur αPD-1/    





Depletion keine Langzeitüberleber gab. Daraus wurde geschlossen, dass NK-Zellen nach 
Kontrollpunkt-Blockade für die Bereitstellung von IFN-γ, welches essenziell für die Tumorkontrolle 
und Seneszenzinduktion in Lymphomzellen ist, genügen. Für die komplette Zerstörung der 
Tumorzellen und damit ein Langzeitüberleben waren hingegen T-Zellen notwendig. 
Zu den Strategien der Immunevasion im Tumor gehört auch der erhöhte Anteil von CD4+Foxp3+ Treg, 
deren suppressive Kapazität in vitro nachgewiesen wurde. Im Vergleich zu wt-Mäusen wurde in λ-
MYC-Tieren eine erhöhte Expression der inhibitorischen Rezeptoren CTLA-4 und PD-1 auf 
intratumoralen T-Zellen, insbesondere auf Foxp3+ Treg, sowie die verstärkte Sekretion des 
immuninhibierenden Zytokins IL-10 beobachtet. Da CTLA-4+ Treg zudem mehr IL-10 produzierten als 
CTLA-4-negative Treg, könnten intratumorale Treg mit einer besonders hohen CTLA-4-Expression die 
Αntitumor-Antwort der T-Effektorzellen durch ihre gesteigerte IL-10-Sekretion noch stärker 
beeinträchtigen. 
Die meisten intratumoralen Treg wurden als Helios-exprimierende natürliche nTreg identifiziert, die 
konstitutiv Foxp3+ exprimieren und Selbst-Antigene erkennen. In geringerem Maße wurden im λ-
MYC-Tumor Helios- iTreg gefunden, welche peripher aus CD4+Foxp3- Teff induziert werden und 
Fremd-Antigene erkennen. Trotz der allgemeinen Annahme, dass hauptsächlich iTreg IL-10 
ausschütten, wurde die IL-10-Produktion im λ-MYC-Modell gleichermaßen auf nTreg wie auf iTreg 
zurückgeführt. Die auf nTreg signifikant erhöhte Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 und des 
Oberflächenproteins CD137, welches nach TZR-spezifischer Aktivierung hochreguliert wird, lässt auf 
eine dominante Rolle der Helios+ nTreg für die Inhibierung der Immunantwort im λ-MYC-Tumor 
schließen. Demnach schienen Treg nach Erkennung tumorassoziierter Antigene verstärkt zu 
proliferieren, was in einer In-vitro-Kokultur bestätigt werden konnte. 
Diese im λ-MYC-Lymphommodell gewonnenen Resultate zeigen einen neuen Wirkmechanismus der 
Immun-Kontrollpunkt-Inhibitoren. Diese Kenntnisse sind relevant, um den klinischen Einsatz dieser 






1    EINLEITUNG 
1.1    DIE GRUNDLAGEN DES IMMUNSYSTEMS 
Unser Immunsystem wird aktiv, wenn physikalische, chemische und mikrobielle Barrieren von 
körperfremden Erregern und Stoffen durchbrochen werden und diese in den Körper gelangen. Das 
Immunsystem ist ein vielschichtiges Netzwerk aus Organen, Zellen, Proteinen und löslichen Faktoren 
und dient der Identifizierung und Eliminierung pathogener Eindringlinge und toxischer Substanzen 
und schützt den Organismus damit vor Infektionen. Gleichzeitig gilt es, die komplexe Immunantwort 
so zu steuern, dass überschießende Reaktionen gegen gesunde Körperzellen verhindert werden, um 
die Gewebshomöostase aufrechtzuerhalten. Um dies zu gewährleisten, bedient sich das 
Immunsystem der Zusammenarbeit seiner beiden Ebenen. Dazu gehört zum einen die 
entwicklungsgeschichtlich ältere angeborene Immunantwort, die weitgehend unspezifisch 
körperfremde und damit möglicherweise gefährliche Erreger bekämpft und zum anderen die 
adaptive Immunität, die nur bei höher entwickelten Lebewesen vorkommt und Pathogene spezifisch 
abwehrt. (Murphy et al. 2009; Parkin & Cohen 2001; Vollmar et al. 2012) 
1.1.1    Das angeborene Immunsystem 
Das angeborene Immunsystem bildet innerhalb von Minuten bis Stunden die erste effektive Abwehr 
gegen körperfremde Eindringlinge, um diese bestenfalls zu beseitigen oder sie zu kontrollieren, bis 
die spezifische, adaptive Immunantwort greift. Während sich Bakterien meist in Blut oder 
Gewebsflüssigkeiten aufhalten, vermehren sich Viren bevorzugt intrazellulär. Daher werden 
Krankheitserreger auf humoraler und zellulärer Ebene bekämpft. 
Überwinden körperfremde Mikroorganismen das Oberflächenepithel und gelangen in die Blutbahn, 
setzt die humorale Abwehr in Form des Komplementsystems an. Daneben greifen aktivierte, 
phagozytierende Effektorzellen (Makrophagen und Granulozyten) ein, die extrazelluläre Erreger 
zerstören und molekulare Mediatoren (Zytokine) freisetzen. Entgegen ihrer Bezeichnung als 
„unspezifisch“, können die meisten Zellen der angeborenen Immunität über 





(PAMP, Pattern Associated Molecular Patterns) auf Pathogenen erkennen. Diese Muster werden 
exklusiv auf Mikroorganismen exprimiert, wie Lipopolysaccharide (LPS) auf gramnegativen 
Bakterien, und erlauben eine Unterscheidung zwischen Eigen und Fremd. Toll-like Rezeptoren (TLR) 
sind die bekanntesten Vertreter der Gruppe der PRR und initiieren - abhängig vom TLR-Typ - nach 
Bindung pathogener Strukturen eine begrenzte Anzahl verschiedener Signalwege und 
Immunantworten. Die durch Phagozyten und Zytokine ausgelöste Entzündungsreaktion lockt zudem 
Monozyten und unreife Dendritische Zellen (DZ) an den Infektionsort, die hier ihre Phagozytose-
Aktivität verlieren und zu reifen DZ werden. Dies führt letztlich zu einer Rekrutierung und 
Aktivierung von Effektoren der spezifischen Immunität und der Induktion einer adaptiven 
Immunantwort. 
Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) gehören ebenfalls zur zellulären Komponente der angeborenen 
Immunität und dienen der Bekämpfung intrazellulärer Pathogene, indem sie befallene Zellen 
beispielsweise an ihrem „fehlenden Selbst“ erkennen. Gesunde Körperzellen schützen sich durch die 
Expression von Haupthistokompatibilitätskomplex-Molekülen (MHC, Major Histocompability 
Complex) vor der zytotoxischen Aktivität der NK-Zellen. Da virusbefallene oder entartete Zellen 
einen MHC-Verlust aufweisen, werden sie von aktivierten NK-Zellen aufgespürt und durch die 
Sekretion von Perforin und Granzymen lysiert. NK-Zellen schütten zudem das immunstimulierende 
Zytokin IFN-γ aus, welches Makrophagen aktiviert und die Induktion der adaptiven Immunantwort 
zusätzlich anregt. (Medzhitov & Janeway 2000; Murphy et al. 2009; Parkin & Cohen 2001) 
1.1.2    Das adaptive Immunsystem 
Die adaptive Immunität ist evolutionsbiologisch ein „Neuling“ und wird durch das Zytokinmilieu 
während der angeborenen Immunantwort induziert. Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem 
benötigt die erworbene Immunität mehr Zeit, kann jedoch hochspezifisch Erreger eliminieren und 
dabei ein immunologisches Gedächtnis ausbilden, um den Organismus vor einer erneuten Infektion 
mit demselben Erreger zu schützen. 
Die zellvermittelte adaptive Immunantwort wird durch B- und T-Lymphozyten sowie Antigen-
präsentierende Zellen (APZ), zu denen DZ, Makrophagen, B-Zellen und Monozyten zählen, 
ausgeführt. Im peripheren Gewebe nehmen unreife DZ Antigene von Erregern auf und migrieren 
über die Lymphbahn in sekundäre lymphatische Organe, darunter Lymphknoten (LK) und Milz, wo 





Gleichzeitig wandern über Hochendotheliale Venolen (HEV, High Endothelial Venules) naive T-
Lymphozyten gezielt in den LK ein. Nach der spezifischen Erkennung des von DZ präsentierten 
Antigens über ihren T-Zell-Rezeptor (TZR) wird deren Aktivierung und Differenzierung eingeleitet. 
Anschließend verlassen aktivierte T-Zellen das Lymphgewebe und wandern zum Infektionsort, wo sie 
als Effektorzellen wirken. Im Gegensatz zu T-Zellen erkennen reife B-Lymphozyten auch lösliche 
Antigene direkt über ihren B-Zell-Rezeptor (BZR). Nach ihrer Aktivierung reifen B-Lymphozyten zu 
Plasmazellen, welche Antikörper in ihrer löslichen Form als Immunglobuline sezernieren. Die 
Antikörper bilden die humorale Komponente der adaptiven Immunantwort und besitzen dieselbe 
Antigenspezifität wie der membrangebundene BZR. 
Trotz der limitierten Anzahl spezifischer B- und T-Lymphozyten entsteht durch klonale Selektion und 
somatische Rekombination ein riesiges Repertoire an Lymphozytenklonen mit hochspezifischen 
Antigenrezeptoren. Nach Eliminierung der Krankheitserreger durch die adaptive Immunantwort 
werden einige T- und B-Zellen zu Gedächtniszellen und können - und das ist der Vorteil gegenüber 
der angeborenen Immunität - bei erneuter Pathogen-Exposition schneller proliferieren (klonale 
Expansion) und den Erreger effizient durch eine spezifische Immunantwort eliminieren. (Murphy et 
al. 2009; Parkin & Cohen 2001; Vollmar et al. 2012) 
1.1.2.1    T-Effektorzellen 
Die Einteilung der T-Effektorzellen erfolgt in zwei Hauptklassen: CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten 
(CTL) und CD4+ T-Helferzellen (Th). T-Zellen verlassen nach ihrer Reifung den Thymus und zirkulieren 
in der Blutbahn und Lymphe, bis sie ihr spezifisches Antigen treffen und aktiviert werden. Während 
B-Zellen über ihren BZR direkt Antigene extrazellulärer Erreger erkennen und bekämpfen können, 
unterliegt der TZR, der für die Erkennung intrazellulärer und zytosolischer Erreger benötigt wird, 
einer MHC-Restriktion. T-Zellen können demnach über ihren Rezeptor Antigene nur erkennen, wenn 
diese als prozessierte Fragmente von APZ über MHC-Moleküle präsentiert werden. (Doherty & 








Intrazelluläre Antigene aus virusbefallenen Zellen oder tumorassoziierte Antigene (TAA) werden als 
Antigenfragmente über MHC-I auf der APZ-Oberfläche präsentiert und von CD8+ CTL erkannt und 
über deren TZR gebunden. Dadurch aktivierte CTL können die Zielzelle zum einen durch 
Ausschüttung von Perforin und Granzymen direkt lysieren und zum anderen weitere Immunzellen 
durch die Sekretion von IFN-γ stimulieren.  
MHC-II bindet dagegen exogene Antigene, die zuvor aus dem extrazellulären Raum von 
eingewanderten APZ aufgenommen und zu Peptidfragmenten abgebaut wurden. CD4+ T-Zellen 
werden durch die Bindung ihres Rezeptors an einen MHC-II-Peptid-Komplex aktiviert und tragen zur 
Zerstörung des Pathogens bei, indem sie andere Effektor-Immunzellen aktivieren. Die 
Differenzierung der CD4+ T-Zellen erfolgt anschließend in Abhängigkeit vom Zytokinmilieu zu 
funktionell unterschiedlichen Th-Typen. Durch IL-12 und IFN-γ wird die Entstehung von CD4+ Th1-
Zellen induziert, die für die Bekämpfung intrazellulärer Erreger wichtig sind. Das von Th1-Zellen 
sezernierte IL-2 fördert die Proliferation der T-Effektorzellen, welche IFN-γ produzieren und so 
Makrophagen und andere APZ zur weiteren IFN-γ- und IL-12-Produktion anregen. Zugleich hemmt 
das Th1-produzierte IFN-γ die Polarisierung von naiven CD4+ Th-Zellen zu Th2-Zellen, die durch IL-4 
gesteuert wird. Diese produzieren die Zytokine IL-4/-5/-6/-10, welche wiederum die Entstehung 
weiterer Th2-Zellen begünstigen und die Th1-Aktivierung verhindern. Zudem aktivieren sie B-Zellen 
(AK-Produktion) und lösen damit eine humorale Immunantwort gegen extrazelluläre Erreger aus. 
(Abbas et al. 2004; Ada 1994; Murphy et al. 2009; Parkin & Cohen 2001) 
Für eine vollständige Aktivierung benötigt eine T-Zelle neben der Bindung des Antigen-MHC-
Komplexes an den TZR als Signal 1 ein zweites, kostimulatorisches Signal, da die Zelle sonst anerg 
oder durch Apoptose abgebaut wird. Signal 2 wird meist über eine Interaktion zwischen Liganden 
der B7-Familie auf aktivierten APZ, den Molekülen CD80/86 (B7-1/-2), mit dem kostimulatorischen 
Rezeptor CD28 auf T-Zellen induziert. Aber auch eine Bindung von CD40 auf APZ an CD40L auf T-
Zellen ist für die Auslösung eines kostimulatorischen Signals möglich (Liu & Janeway 1992; Sharpe & 
Abbas 2006; Smith-Garvin et al. 2009). Die Produktion von IL-2 durch vollständig aktivierte T-Zellen 
führt zur Proliferation und klonalen Expansion der ausdifferenzierten, antigenspezifischen T-
Lymphozyten, die nun den LK verlassen und gezielt zum Infektionsort migrieren (Homing), um dort 





1.1.2.2    Regulatorische T-Zellen 
Neben Th1- und Th2-Zellen zählen die regulatorischen Treg-Zellen zur Gruppe der CD4+ T-Zellen und 
hemmen die Funktion unterschiedlicher Immun-Effektorzellen. Physiologisch dienen sie der 
Aufrechterhaltung der Gewebshomöostase und verhindern Autoimmunität. (Burocchi et al. 2013; 
Gershon et al. 1972; Josefowicz et al. 2012; Kim et al. 2006; Lahl et al. 2007; Nishikawa & Sakaguchi 
2014) 
Erstmals definierte Sakaguchi (1995) diese suppressive T-Zell-Subpopulation als CD4+CD25+ Treg. Da 
CD25, die α-Kette des IL-2-Rezeptors, aber auch von aktivierten T-Effektorzellen exprimiert wird, 
kann es als alleiniges Charakteristikum der Treg nicht verwendet werden. Es wurde durch den 
Marker Foxp3 (Forkhead Box Protein 3) ergänzt, der exklusiv von Treg exprimiert wird und zu der 
forkhead/winged-Helix-Familie gehört. Foxp3, welches von 5-10 % der peripheren CD4+ T-Zellen 
exprimiert wird, steuert als Transkriptionsfaktor alle wichtigen Treg-Funktionen und deren 
Entwicklung. (Fontenot et al. 2003; Hori et al. 2003; Khattri et al. 2003) 
Die Untergruppe der „natürlichen“, bereits im Thymus generierten nTreg hemmt die Immunantwort 
gegen Selbst-Antigene sowie TAA. Neben einer konstitutiven Foxp3-Expression werden nTreg durch 
den Differenzierungsmarker Helios, ein Mitglied der Ikaros-Familie, charakterisiert (Thornton et al. 
2010). Dieser ist jedoch nicht eindeutig, da er inzwischen auch in der zweiten Treg-Subpopulation, 
den iTreg gefunden wurde (Gottschalk et al. 2012; Zabransky et al. 2012). Diese heterogene Gruppe 
ensteht unter dem Einfluss von TGF-β (Tumor Growth Factor β) peripher aus naiven CD4+Foxp3- T-
Effektorzellen (Teff). nTreg und iTreg arbeiten komplementär (Huang et al. 2014). Es ist beschrieben, 
dass nTreg insbesondere über inhibitorische Zelloberflächen-Moleküle, wie CTLA-4 (Cytotoxic T-
Lymphocyte Antigen 4), supprimierend auf die Aktivierung von T-Effektorzellen wirken (Sakaguchi 
2004; Wing et al. 2008; Yamaguchi et al. 2013). Der von nTreg konstitutiv exprimierte 
Transkriptionsfaktor Foxp3 kontrolliert unter anderem die Genexpression für CTLA-4, welches auf 
Treg stark exprimiert ist. Die Hochregulierung von CTLA-4 und anderen inhibitorischen Molekülen 
steigert die Aktivität der Treg und damit deren suppressive Funktion, Proliferation und Überleben 
(Greaves & Gribben 2013; Hodi 2007; O’Garra & Vieira 2004; Pardoll et al. 2012; von Boehmer 2005; 
Wing et al. 2008). Das suppressive Potenzial der induzierten iTreg wird insbesondere durch die 
Produktion des immunsupprimierenden Zytokins IL-10 gesteuert (Adeegbe & Nishikawa 2013; Ng et 
al. 2013). Die Ausschüttung von IL-10 und TGF-β steuert wiederum die weitere Induktion 





Cope et al. 2011; Shevach 2009; Shevach & Thornton 2014; Strauss et al. 2007; Zheng et al. 2004; 
Zou 2006) 
Durch die Suppression der TZR-abhängigen Produktion des immunstimulierenden Zytokins IL-2 wird 
auch die Aktivierung und zytotoxische Tätigkeit der NK-Zellen beeinträchtigt. Bedingt durch die hohe 
Expression des IL-2-Rezeptors (CD25) auf Treg, binden diese das meiste IL-2 und entziehen es somit 
Teff oder NK-Zellen, deren Proliferation und Funktion dadurch zusätzlich supprimiert wird. (Oleinika 
et al. 2013; Sakaguchi et al. 2008;  Shevach et al. 2009) 
1.1.2.3    Immunregulatorische Mechanismen 
Die T-Zelle braucht für eine vollständige Aktivierung zwei Signale, damit Anergie, welche mit einer 
geringen IL-2-Produktion und fehlenden Proliferation einhergeht, oder Apoptose von inaktiven T-
Effektorzellen verhindert werden. Gleichzeitig muss mithilfe intrinsischer Kontrollmechanismen die 
Schädigung des umliegenden, gesunden Gewebes durch eine überschießende Immunreaktion der 
Effektorzellen verhindert und ein Gleichgewicht der Immunantworten aufrechterhalten werden 
(Abbas 2003; Murphy et al. 2009; Parkin & Cohen 2001). 
Eine wichtige gegenregulatorische Funktion übernehmen inhibitorische Moleküle auf der T-Zell-
Oberfläche, die Immun-Kontrollpunkte (Abbildung 1.1). Der bekannteste inhibitorische Rezeptor 
CTLA-4 (CD152) reguliert die Th1-Aktivität herunter, während er die Treg-Suppression verbessert. Er 
besitzt die gleichen Liganden wie das kostimulatorische Molekül CD28, nämlich CD80/86 (B7-1/-2). 
Nach vollständiger T-Zell-Aktivierung wird der intrazelluläre CTLA-4-Pool an der Oberfläche 
exprimiert und bindet mit einer deutlich erhöhten Affinität kompetitiv an CD80/86. Durch die 
Hemmung der CD28-B7-Signalkaskase wird auch die T-Zellaktivität, also Zytokinausschüttung und T-
Zellproliferation heruntergefahren. (Brunet et al. 1987; Greenwald et al. 2005; Sharpe & Freeman 
2002; Walunas et al. 1994) 
Das Molekül PD-1 (Programmed Death 1) ist ein weiterer inhibitorische Rezeptor auf T-Zellen, der 
mit den Liganden PD-L1 und PD-L2 (B7-H1/H2) auf APZ oder Tumorzellen interagiert und nach T-Zell-
Aktvierung hochreguliert wird. Während CTLA-4 vor allem die T-Zell-Aktivität im LK limitiert, hat    
PD-1 Einfluss auf die T-Effektorzellen im peripheren Gewebe oder Tumor (Das et al. 2015). Es wird 
im Gegensatz zu CTLA-4 auch auf NK-Zellen und B-Zellen exprimiert (Francisco et al. 2010; Freeman 





Daneben gibt es eine Reihe weiterer inihibitorischer Moleküle zur Prävention von unkontrollierten 
Immunreaktionen und von Autoimmunität sowie zur Aufrechterhaltung der Immun-Homöostase. 
(Baumeister et al. 2016; Greaves & Gribben 2013; Nirschl & Drake 2013; Oleinika et al. 2013; Pardoll 
2012;  Turnis et al. 2015) 
 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der inhibitorischen Rezeptoren PD-1 und CTLA-4 und des 
kostimulatorischen Rezeptors CD28 auf T-Zellen sowie ihrer Liganden PD-L1/-L2 und CD80/86 auf 















1.2    TUMORENTSTEHUNG 
2013 stieg Krebs von der dritthäufigsten Todesursache im Jahr 1990 zum zweithäufigsten Grund 
nach kardiovaskulären Erkrankungen auf. Diese Entwicklung wurde 2015 auch bundesweit 
beobachtet, wo ein Viertel aller Todesfälle auf maligne Neoplasien entfiel. Für bestimmte Krebsarten 
gab es in den letzten Jahren große Fortschritte in der Prävention und neue Therapieoptionen. 
Dennoch wächst die Herausforderung der Krebsbekämpfung, was zum einen auf die weiter 
wachsende globale Bevölkerung und steigende Lebenserwartung zurückzuführen ist, aber auch auf 
Risikofaktoren wie Rauchen, Fettleibigkeit und falsche Ernährungsweise. (Global Burden of Disease 
Cancer Collaboration 2015; Statistisches Bundesamt 2017; WHO World Cancer Report 2014) 
Die Ursache der Krebsentstehung ist das unkontrollierte Wachstum einzelner entarteter Zellen. 
Hanahan und Weinberg definierten 2000 in ihrem Modell die sechs Kennzeichen von Krebszellen 
(„Hallmarks of Cancer“). Neben der Unabhängigkeit von intrinsischen Wachstumssignalen (Autarkie) 
verlieren Tumorzellen oft auch ihre Sensitivität gegenüber wachstumshemmenden oder (anti-) 
apoptotischen Signalen und haben zudem ein grenzenloses replikatives Potenzial. Desweiteren 
gehen oft Reparaturmechanismen wie die Apoptose in Krebszellen verloren und sie besitzen die 
Fähigkeit zur Angiogenese und Metastasierung.  
Bei dem mehrstufigen Prozess der Tumorgenese spielen neben exogenen Faktoren wie 
Kanzerogenen auch zufällige Mutationen in Proto-Onkogenen und Tumorsuppressor-Genen, die oft 
an der Signaltransduktion der Zellteilung beteiligt sind, eine wichtige Rolle. Durch Mutation der 
Proto-Onkogene entstehen Onkogene (Rous 1911), deren Produkte eine unkontrollierte Zellteilung 
einleiten (Weinberg 1983). Als wichtige Reparatursysteme im Körper kontrollieren 
Tumorsuppressoren wie p53 unter anderem die Zellteilung und leiten bei DNA-Schäden den Zelltod 
ein. Mutationen in Tumorsuppressor-Genen verhindern diese Kontrollmechanismen (Pietsch et al. 
2008). Auch Erbfaktoren können zur Tumorentstehung beitragen. Die Tumorsuppressor-Gene 









1.3    MECHANISMEN DER TUMORKONTROLLE 
Zu den primären Verteidigungsmechanismen gegen Tumoren gehört neben der Apoptose, dem 
programmierten Zelltod, auch die Seneszenz, die einen irreversiblen Zellzyklus-Stopp darstellt. Beide 
Prozesse teilen eine Vielzahl von Gemeinsamkeiten. Als genetische Programme ereignen sie sich 
nicht zufällig, sondern werden von bestimmten Genen kontrolliert und ausgelöst. Sie sind 
unentbehrlich für die funktionelle und strukturelle Aufrechterhaltung der Organe und teilen sich 
Signalwege. Als zelluläre Reparaturmechanismen werden sie in infizierten oder entarteten Zellen 
aktiv. Da die Inhibierung der Seneszenz und Apoptose eine Voraussetzung für Zelltransformationen 
ist, sollen diese Reparaturprogramme im Folgenden genauer beleuchtet werden. (Burton & Faragher 
2015; Childs et al. 2014) 
1.3.1    Seneszenz 
Die Seneszenz im biologischen Sinn ist ein Synonym für Alterung. Vom Zustand der zellulären 
Seneszenz spricht man hingegen, wenn Zellen durch Stress-Signale in einen irreversiblen Zellzyklus-
Stopp übergehen, der von der reversiblen Ruhephase (G0) zu unterscheiden ist (Tomasetti & 
Vogelstein 2015). Hayflick und Moorhead zeigten 1961 erstmals, dass ein intrinsischer 
Zählmechanismus von Zellteilungen für die Mortalität von Zellen in Kultur verantwortlich ist. Der 
primären Kultur folgt die Zellexpansion, welche in die replikative Seneszenz mündet. Primärzellen 
können sich in Kultur nach etwa 50 Zellteilungen nicht mehr teilen (Harley et al. 1990). Die dafür 
verantwortliche „molekulare Uhr“ (Bodnar et al. 1998) sind die von Blackburn (1978) identifizierten 
Telomere, die die DNS-Enden vor Abnutzung schützen. Erreichen sie - bedingt durch die bei jeder 
Teilung zunehmende Verkürzung - eine kritische Länge, wird dies als DNS-Schaden gewertet und 
eine Antwort (DDR, DNA Damage Response) ausgelöst, die in einer Inhibierung des Zellzyklus 
resultiert (Fumagali et al. 2012). Neben der replikativen gibt es auch eine vorzeitige Seneszenz, die 








Die Detektion der Seneszenz erfolgt meist über die Aktivität der lysosomalen Seneszenz-assoziierten 
(SA)-β-Galaktosidase (Dimri et al. 1995). Dieses Enzym ist typischerweise bei pH 4 aktiv, aber in 
seneszenten Zellen steigt durch die Zunahme der Lysosomen auch die lysosomale Aktivität, so dass 
β-Galaktosidase bereits bei pH 6 arbeitet (Debacq-Chainiaux et al. 2009; Gary & Kindell 2005; Kurz et 
al. 2000).  
Darüber hinaus können seneszente Zellen nicht proliferieren und exprimieren verstärkt Seneszenz-
Mediatoren, wie p16, p53, p21 und pRb (Collado & Serrano 2010). Sie haben zudem 
Heterchromatin-Herde (SAHF, Senescence Associated Heterochromatin Foci), die mit den Markern 
H3K9me3, HP-1γ und γH2A identifiziert werden (Di Micco et al. 2011; Narita et al. 2003; Scaffidi et al. 
2006; Zhang et al. 2005).  
Desweiteren zeigen seneszente Zellen eine komplexe pro-inflammatorische Antwort, bekannt als 
Seneszenz-assoziierter Sekretorischer Phänotyp (SASP) (Campisi et al. 2013; Coppé et al. 2010). 
Durch die Sekretion immunstimulierender Zytokine wird ein inflammatorisches Milieu geschaffen, in 
welchem seneszente Zellen mithilfe immungesteuerter Mechanismen beseitigt werden. Zum einen 
werden sie direkt von T-Helferzellen erkannt und zum anderen werden seneszente Zellen durch 
Effektorzellen, die von SASP-Faktoren angelockt wurden, phagozytiert. (Acosta et al. 2008; Hoenicke 
& Zender 2012; Kang et al. 2011; Kuilman et al. 2008; Xue et al. 2007) 
Seneszenz kann über zwei Signalwege (Abbildung 1.2) durch Stressreize wie DNA-Schäden, 
Onkogene, oxidativen Stress und Telomerverkürzung induziert werden. Mediatoren dieser Signale, 
die Kinasen, aktivieren die Tumorsuppressoren p16 oder p53. Während aktiviertes p16 zu einer 
direkten Hemmung der Cyclin-abhängigen Kinasen 4 und 6 (CDK, Cyclin-dependent Kinase) führt, 
wird durch p53 der Tumorsuppressor p21 aktiviert und CDK2 gehemmt. Durch die CDK-Inhibierung 
behält Rb seine hypophosphorylierte, aktive Form bei und es kommt zu einer irreversiblen 
Arretierung des Zellzyklus. (Chicas et al. 2010; Collado et al. 2007; van Deursen 2014; Gorgoulis & 








Abbildung 1.2: Signalwege der Seneszenz. Durch verschiedene Stress-Stimuli wird der p16-Rb- oder der p53-
p21-Rb-Signalweg für Seneszenz initiiert. Die Aktivierung von p21 oder p16 führt zu einer Hemmung Cyclin-
abhängiger Kinasen (CDK), wodurch Rb aktiviert bleibt und es zu einer Zellzyklus-Arretierung kommt. 
Viele Ergebnisse deuten darauf hin, dass zelluläre Seneszenz eine zentrale Rolle in der Bekämpfung 
von Tumoren spielt. Onkogene wie MYC, die an der Steuerung des Zellzyklus beteiligt sind, können 
zu einer Onkogen-induzierten Seneszenz (OIS) beitragen, die in frühen Stadien der Tumorgenese als 
Bremse wirkt. Zudem wurde gezeigt, dass Zellen nach Ausschaltung onkogener Signale durch 
Zellzyklus-Inhibitoren wie p53 und Rb in die Seneszenz getrieben wurden und so die Expansion von 
Krebs-Vorstufen verhindert wurde (Collado & Serrano 2010; Serrano et al. 1997). 
Daher könnte die Seneszenz als essenzieller Verteidigungsmechanismus gegen Tumorprogression ein 
wichtiger Bestandteil neuer Therapien zur Tumoreradikation werden. Nardella und Kollegen (2011) 
stellten potenzielle zielgerichtete Therapiekonzepte vor, um pro-seneszente Antworten im Tumor zu 
verbessern. Neben der pharmakologischen Reaktivierung von p53 (Ventura et al. 2007; Xue et al. 
2007) induzierten CDK4/6-Inhibitoren (Michaud et al. 2010; O’Leary et al. 2016; Rader et al. 2013; 
Thangayel et al. 2011) in Tumorzellen Seneszenz, der eine Tumoreliminierung folgte. 2015 wurde der 
erste CDK4/6-Hemmer Palbociclib für die Behandlung von Brustkrebs zugelassen (Dhillon 2015). 
Allerdings sollte beachtet werden, dass eine Therapie-induzierte Seneszenz (TIS) durch Sekretion von 
SASP-Komponenten die Tumorentwicklung auch fördern kann (Sun et al. 2012). 
1.3.2    Apoptose 
Apoptose, der genetisch regulierte Prozess des programmierten Zelltodes, wurde erstmals 1972 von 
Kerr, Whiley und Currie beschrieben und die dafür zuständigen Gene von Horvitz & Sulston (1990) 
entdeckt. Die Apoptose stellt durch die Eliminierung geschädigter Zellen einen der wichtigsten 






Extrinsisch wird Apoptose über die Todesrezeptoren TNF-R1 und Fas initiiert, welche die Initiator-
Caspasen 8 und 10 aktivieren. Diese leiten, neben zellulärem Stress, den intrinsischen Signalweg ein, 
der durch anti- und pro-apoptotische Molekülen aus der Bcl-2-Familie reguliert wird (Adams & Cory 
2007; Reed et al. 1988; Tsujimoto & Croce 1986). Durch Stress-Reize werden pro-apoptotische Bcl-2-
Proteine aktiviert und setzen Cytochrom C aus Mitochondrien frei, um nach Stimulierung des 
Adaptor-Proteins Apaf-1 die Initiator-Caspase 9 zu aktivieren. Initiator-Caspasen regen durch 
Spaltung anderer Caspasen die Apoptose an, während die Effektor-Caspasen für zelluläre 
Veränderungen verantwortlich sind, die zur Einleitung der Apoptose führen (Abbildung 1.3). 
 
Abbildung 1.3: Signalwege der Apoptose. Extrinsische Signale, wie TNF oder FasL oder intrinsische Stimuli, die 
durch Regulatoren der Bcl-2-Proteinfamilie gesteuert werden, aktivieren Initiator-Caspasen. Nach Stimulierung 
der Effektor-Caspasen wird die Apoptose eingeleitet. 
Das in vielen Tumoren überexprimierte Onkogen MYC steuert als Transkriptionsfaktor unter 
anderem den Zellzyklus und ist ein wichtiges Apoptose-Gen. Neben seiner pro-onkogenen Wirkung 
kann MYC in Tumorzellen aber auch Apoptose induzieren (Evan et al. 1992; Shi et al. 1992), ebenso 
wie das Tumorsuppressor-Gen p53 (Yonish-Rouach et al. 1991).  
Die Kenntnisse über die Rolle der Apoptose in der Tumorentstehung ermöglichten die Entwicklung 
unterschiedlicher Therapieansätze. Durch Modulierung von Molekülen, die an der Apoptose beteiligt 
sind, sollen Tumorzellen gezielt eliminiert werden. Für die Wirkung von Tyrosin-Kinase-Inhibitoren 
wie Imatinib oder Idelalisib wird die induzierte Expression pro-apoptotischer Proteine genutzt 
(Falkenhorst et al. 2016; Brusa et al. 2005; Chen et al. 2016), während der Bcl-2-Inhibitor Navitoclax 






1.4    TUMORIMMUNOLOGIE 
Spontane Tumorremissionen und die erhöhte Tumorinzidenz bei immunsupprimierten Patienten 
hatten bereits früher einen Zusammenhang zwischen Immunsystem und Krebs gezeigt (Karnad et al. 
1992; Shimamoto et al. 1993). Die wissenschaftliche Untersuchung der Interaktion von 
Immunsystem und Tumorzellen begann Anfang des 20. Jahrhunderts mit der Abhandlung Paul 
Ehrlichs „Ueber den jetzigen Stand der Karzinomforschung“ (1909), der den Gedanken der 
Tumorimmunologie prägte. Demnach kann das Immunsystem, welches ebenso flexibel wie 
Tumorzellen agiert, diese erkennen und eliminieren und damit die Tumorentwicklung unterdrücken. 
(Hanahan & Weinberg 2011; Mellman et al. 2011; Pandya et al. 2016; Vesely et al. 2011) 
1.4.1 Tumor-Immuneditierung 
Die Idee, dass das Immunsystem nicht nur Pathogene, sondern auch entartete Körperzellen 
aufspüren und eliminieren kann, wurde Ende der 1950-er Jahre von Burnet und Thomas in ihrem 
Modell über die Tumor-Immunüberwachung postuliert. Fast ein halbes Jahrhundert später wurde 
die These von Dunn und Kollegen (2002) wieder aufgegriffen und erweitert. Das als Tumor-
„Immuneditierung“ bezeichnete Konzept wird in drei Stadien unterteilt: 
1. Eliminierung: Die meisten transformierten Zellen werden entsprechend der 
Immunüberwachung von Burnet und Thomas durch NK-Zellen, Makrophagen und 
Granulozyten bereits im Zuge der angeborenen Immunantwort erkannt und zerstört. 
Beseitigt die Immunabwehr in dieser Phase alle entarteten Zellen, endet die Editierung hier. 
2. Equilibrium: Während der dynamischen Gleichgewichtsphase wächst der Tumor nicht an, da 
viele entartete Zellen noch vom Immunsystem erkannt und eliminiert werden. Unter dem 
permanenten Selektionsdruck durch das Immunsystem entzieht sich jedoch ein Teil der 
Zellen durch Mutation der Überwachung durch T-Lymphozyten. Diese werden folglich nicht 
antigenspezifisch aktiviert, eine Antitumor-Antwort bleibt aus und die mutierte Tumorzelle 
bleibt zurück. 
3. Evasion: Die überlebenden Tumorzellvarianten werden aufgrund ihrer geringen 
Immunogenität oder Immunresistenz nicht mehr vom Immunsystem erkannt und zeigen sich 





1.4.2    Strategien der Immunevasion 
Neben dem Verlust von MHC-Molekülen oder TAA, der bereits die Erkennung der entarteten Zellen 
durch Immunzellen verhindert, können Tumorzellen durch ein Reihe weiterer Evasionsstrategien 
eine Immunantwort durch Effektorzellen unterdrücken (Mittal et al. 2014; Muenst et al. 2016).  
Beispielsweise können maligne Zellen immuninhibierende Zytokine wie IL-10 oder TGF-β 
sezernieren, die nicht nur Foxp3+ Treg anlocken, sondern auch die Neubildung von iTreg aus Teff 
induzieren (Nishikawa & Sakaguchi 2014; Sakaguchi et al. 2009).  
Zum immunsuppressiven Milieu im Tumor tragen auch die verstärkte Expression inhibitorischer 
Rezeptoren wie CTLA-4 auf Treg und die Reduktion kostimulatorischer Moleküle auf intratumoralen 
T-Zellen bei, die dadurch in die Anergie oder Apoptose getrieben werden und die Fähigkeit zur IL-2-
Produktion und Proliferation verlieren. Daneben findet man oft „erschöpfte“ T-Zellen, die durch 
chronischen Antigenkontakt dauerhaft aktiviert werden und ihre Funktionen verlieren, was sich in 
einer verminderten Reaktivität äußert. Diese T-Zellen exprimieren oft mehrere inhibitorische 
Moleküle, die als Erschöpfungsmarker gelten (Crespo et al. 2013; Schietinger & Greenberg 2014; 
Wherry & Kurachi 2015). 
Gleichzeitig passt sich der Tumor im Sinne einer adaptiven Immuntoleranz an die endogene, 
spezifische Immunantwort der T-Zellen an. Als Antwort auf die IFN-γ-Produktion der aktivierten T-
Effektorzellen werden auf den meisten Tumorzellen inhibierende Liganden wie PD-L1/-L2 
überexprimiert und schützen sie so vor einer Antitumor-Antwort. (Blank et al. 2005; Greaves & 
Gribben 2013; Joyce & Fearon 2015; Oleinika et al. 2013) 
1.4.3    Tumor-Immuntherapien 
Durch Chirurgie, Bestrahlung und Chemotherapie können bereits viele Tumoren beseitigt werden, 
aber Resistenzen führen zu Tumorregressionen und unterstreichen die Notwendigkeit, mithilfe 
neuartiger Therapeutika auch die letzte therapieresistente Tumorzelle zu beseitigen. In den letzten 
Jahrzehnten gab es enorme Erkenntnisgewinne über die Interaktion von Immunsystem und 
Tumorzelle, welche die Entwicklung von Tumor-Immuntherapien ermöglichten, die das 





2017) unterstützen sollen, um eine Heilung herbeizuführen. (Aldrich et al. 2010; Madorsky et al. 
2015; Mellman et al. 2011; Schreiber et al. 2011; Sharma et al. 2011; Snook & Waldman 2013) 
 Zahlreiche passive und aktive Behandlungsstrategien sind bereits im klinischen Einsatz. Neben 
Immunstimulanzien wie hochdosiertem IL-2 (Fyfe et al. 1995), werden auch zellbasierte 
Immuntherapeutika, darunter DZ-Vakzinen (van den Boorn & Hartmann 2013) oder adoptiver T-Zell-
Transfer (Rosenberg et al. 2011) genutzt. Zielgerichtete Therapien mit monoklonalen Antikörpern 
(mAK) wie Rituximab (McLaughlin et al. 1998) oder Trastuzumab (Ross et al. 1998) sind aus dem 
klinischen Alltag nicht mehr wegzudenken. Mit Antikörpern können nicht nur Tumorzellen 
angesteuert, sondern auch T-Zellen in die Tumorbekämpfung involviert werden, wie bei dem 
bispezifischen Antikörper Blinatumomab (Löffler et al. 2000) oder bei Chimären Antigen-Rezeptoren 
(CAR) (Porter et al. 2011; Park et al. 2016). 
1.4.4    Immun-Kontrollpunkt-Inhibierung 
Der Schwerpunkt der neuen Immuntherapien liegt auf der Beeinflussung der T-Zell-Antwort durch 
Antikörper, die an T-Zell-Moleküle binden und so neben einer Aktivierung der T-Effektorzellen auch 
eine Hemmung von immunsuppressiven Mechanismen bewirken sollen. Dieser Ansatz wird auch bei 
der Immun-Kontrollpunkt-Blockade verfolgt, bei der inhibitorische Moleküle wie CTLA-4 und PD-1 
(Abbildung 1.3) selektiv durch mAK gehemmt werden. Durch das Lösen dieser immunologischen 
Bremse wird die Suppression der T-Zell-Aktivität wieder aufgehoben. Nach ihrer Reaktivierung, die 
sich in einer gesteigerten Proliferation und Zytokinproduktion äußert, können T-Effektorzellen den 
Tumor wieder bekämpfen, wobei der genaue Wirkmechanismus dieser Antikörper noch nicht 
entschlüsselt wurde. (Pardoll et al. 2012; Sharma et al. 2011) 
Als erster Vertreter der Kontrollpunkt-Inhibitoren wurde 2011 der CTLA-4-blockierende mAK 
Ipilimumab für die Melanom-Behandlung zugelassen. Dessen erfolgreiche Anwendung in der 
Zulassungsstudie von Hodi und Kollegen (2010) führte zu einem Umdenken in der Krebstherapie und 
rechtfertigte die Bezeichnung der neuen Immuntherapeutika als „wissenschaftlichen Durchbruch des 
Jahres 2013“ durch Science (Couzin-Frankel). Die klinische Anwendung des αPD-1-Antikörpers 
Nivolumab wurde nach seiner Zulassung 2014 für die Melanom-Therapie (Hamid et al. 2013; 
Topalian et al. 2012) inzwischen erweitert (Topalian et al. 2014). Der Zusatznutzen von Nivolumab 
wurde 2015 auch vom Institut für Qualität und Wirtschaftlichkeit im Gesundheitswesen (IQWiG) 





Zahlreiche Studien mit Antikörpern gegen PD-1 oder seine Liganden prophezeien zudem einen 
baldigen therapeutischen Einsatz bei anderen soliden Tumoren (Brahmer et al. 2015; Gettinger et al. 
2015; McDermott et al. 2015) und sogar hämatologischen Erkrankungen (Ansell et al. 2015; Armand 
et al. 2013). 
Zudem wurde ein zusätzlicher Nutzen durch den kombinatorischen Einsatz von zwei oder mehr 
unterschiedlichen Kontrollpunkt-Hemmern gezeigt (Callahan et al. 2015; Larkin et al. 2015; Postow 
et al. 2015; Wolchok et al. 2013). Daher werden Kombinationen, auch mit klassischen Verfahren wie 
Radiotherapie (Grimaldi et al. 2014; Postow et al. 2012) oder Vakzinierung (Hodi et al. 2010; 
Simpson et al. 2013) in Zukunft vermutlich wachsende Bedeutung erlangen. 
Trotz ihres großen Potenzials lässt sich das Ansprechen auf Immuntherapien schwer beurteilen, da 
sie sich in ihrer Wirkweise stark von klassischen Therapien unterscheiden. Bei Immuntherapeutika 
wie Ipilimumab kann es durch eine T-Zell-Aktivierung und -Rekrutierung initial zu einer Zunahme der 
Tumorgröße kommen. Da dies gemäß RECIST-Kriterien (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) 
eine Tumorregression bedeutet, werden für neuartige Immuntherapien die irRC-Merkmale 
(immune-related Response Criteria) für eine Bewertung des Therapieerfolges verwendet (Hodi et al. 
2016; Hoos et al. 2015; Wolchok et al. 2009). Auch in der Folgephase unterscheidet sich die Anti-
Tumorantwort der Immuntherapien von derjenigen konventioneller Behandlungsmethoden. Obwohl 
nur bei einem geringen Anteil der Patienten eine komplette Remission beobachtet wird, sprechen 
die meisten partiell auf die Therapie an und können mit verbleibenden Tumorzellen oft jahrelang 













1.5    DAS BURKITT-LYMPHOM 
Maligne Lymphome sind Tumoren, die von den Zellen des lymphatischen Systems ausgehen und 
nach WHO in zwei Gruppen eingeteilt werden. Neben Hodgkin-Lymphomen (Hodgkin 1832), die 
etwa 10 % aller malignen Lymphome ausmachen und nur die B-Zell-Reihe betreffen, gibt es die 
heterogene Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL). In NHL wird der Tumor in 80 % der Fälle 
durch Entartungen in der B-Zell-Reihe induziert, 20 % entfallen auf eine unkontrollierte Vermehrung 
transformierter T-Zellen. NHL werden dabei in indolente, niedrigmaligne und aggressive, 
hochmaligne Formen klassifiziert. Das Burkitt-Lymphom aus der Gruppe der diffusen NHL ist ein sehr 
aggressives Lymphom. Nach WHO-Einteilung (Jaffe et al. 2009; Swerdlow et al. 2008) gibt es drei 
epidemiologische Subtypen. Das endemische BL betrifft insbesondere Kinder in Zentralafrika und 
wurde erstmals 1958 von Dennis Burkitt beschrieben. Daneben gibt es das sporadische BL (Morton 
et al. 2006) und die HIV-assoziierte Form des BL (Shiels et al. 2011).  
Die Pathogenese des BL ist abhängig von der konstitutiven Aktivierung des MYC-Proto-Onkogens, 
das sich auf Chromosom 8 befindet und für das MYC-Protein codiert. Dieses ist als 
Transkriptionsfaktor für die Steuerung von Genen, die neben Zellproliferation und -differenzierung 
auch die Apoptose regulieren, verantwortlich (Hecht & Aster 2000; Klapproth & Wirth 2010). Die 
MYC-Überexpression im BL wird durch die Translokationen t(8;14), t(8;2) oder (8;22) verursacht (ar-
Rushdi et al. 1983), was zum unkontrollierten Zellwachstum führt, welches wiederum - bedingt 
durch die hohe Proliferationsrate - weitere Zelltransformationen begünstigt (Dozzo et al. 2016). 
Der Therapiestandard beim BL ist eine Polychemotherapie (Magrath et al. 1996). Eine ergänzende 
Behandlung mit dem mAK Rituximab konnte bei Erwachsenen das 5-Jahres-Überleben um bis zu 80 
% verbessern (Hoelzer et al. 2014; Ribera et al. 2013). Obwohl BL zu den am besten behandelbaren 
aggressiven Erkrankungen des Lymphsystems gehören, machen Tummorrezidive (Kim et al. 2014) 
und Resistenzen die Erforschung neuer Wirkstoffe erforderlich.  Nachdem Rituximab erfolgreich in 
der Klinik eingesetzt wurde, wird nun neue Hoffnung in Immuntherapien, wie die mAK Ofatumomab 
und Obinutuzumab (Awasthi et al. 2015) oder den bispezifischen Antikörper Blinatumomab sowie 
αCD19-CAR-Therapien gesetzt (Dozzo et al. 2016). Aktuell werden auch Therapien mit Kontrollpunkt-
Inhibitoren wie dem αPD-1-Antikörper Nivolumab in B-Zell-Malignitäten intensiv erforscht (Ansell et 






1.6    AUFGABENSTELLUNG 
Gegen Immun-Kontrollpunkte gerichtete Antikörper werden bereits seit einigen Jahren erfolgreich in 
der Tumorbehandlung eingesetzt und konnten das Überleben von Patienten mit fortgeschrittenem 
Melanom und anderen soliden Tumoren sowie hämatologischen Malignitäten verbessern (Abschnitt 
1.4.4). Es wird allgemein angenommen, dass die Blockade gegenregulatorischer Moleküle wie PD-1 
oder CTLA-4 funktionell erschöpfte CD4+ und CD8+ T-Effektorzellen reaktiviert und so eine 
Antitumor-Immunantwort wiederhergestellt wird (Ansell et al. 2015; Larkin et al. 2015; Schadendorf 
et al. 2015; Turnis et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit sollten neben der Reaktivierung 
dysfunktionaler T-Lymphozyten weitere Mechanismen untersucht werden, die zum verbesserten 
Überleben nach Behandlung mit αPD-1- und αCTLA-4-Antikörpern beitragen.  
Zur Entwicklung neuer Therapieverfahren sind genaue Kenntnisse über die Interaktion von 
Tumorzellen und Immunsystem während der Antitumor-Antwort notwendig. Zu diesem Zweck 
wurde exemplarisch ein präklinisches Spontan-Tumormodell des B-Zell-Lymphoms verwendet, 
welches die klinische Situation besser widerspiegelt als transplantierbare Maus-Lymphommodelle. 
Im Gegensatz zu transplantierten Tumoren, bei welchen mutierte Krebszellen in großen Mengen 
appliziert werden, entstehen endogene Tumoren aus einzelnen transformierten Zellen unter 
Umgehung einer Immunantwort. Diese kann im λ-MYC-Modell während der Tumorentwicklung 
untersucht und therapeutisch beeinflusst werden. Die verwendeten transgenen Mäuse tragen das 
humane Proto-Onkogen MYC, das unter der Kontrolle des B-Zell-spezifischen Ig-λ-Enhancers steht 
(Kovalchuk et al. 2000), und entwickeln in der zehnten bis 20. Woche nach Geburt autochthon B-
Zell-Lymphome. Durch die Überexpression von MYC in B-Zellen kommt es zu einer unkontrollierten 
B-Zell-Expansion, welche sich in einer Hyperplasie der sekundären lymphatischen Organe, 
insbesondere von Milz und LK äußert. Somit ähneln Entstehung und Krankheitsverlauf im λ-MYC-









In der folgenden Arbeit sollten Mechanismen der Tumorkontrolle durch PD-1- und CTLA-4-
blockierende Antikörper untersucht und dabei unten stehende Fragen geklärt werden: 
- Können funktionell erschöpfte T-Zellen in λ-MYC-Mäusen durch die Behandlung mit αPD-1/ 
αCTLA-4-Antikörpern reaktiviert werden? 
- Was passiert mit den B-Lymphomzellen nach αPD-1/αCTLA-4-Behandlung? 
- Spielen zelluläre Reparaturmechanismen wie Apoptose oder Seneszenz eine Rolle bei der 
verzögerten Tumorentwicklung nach In-vivo-αPD-1/αCTLA-4-Therapie? 
- Haben Zytokine Einfluss auf die Tumorkontrolle durch die  In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade? 
- Welche Bedeutung haben regulatorische Treg-Zellen für die Entwicklung des λ-MYC-Tumors? 
- Können Treg tumorassoziierte Antigene erkennen? 




2    MATERIAL UND METHODEN 
2.1    MATERIAL 
2.1.1    Geräte 
Tabelle 1: Geräte & Verbrauchsmaterialien 
Gerät Firma   
BD FACSAria™ III Becton Dickinson, Heidelberg 
BD LSR II Flow Cytometer Becton Dickinson, Heidelberg 
Bestrahlungsanlage HWM-D-200 
(Strahlungsquelle: 137 Caesium) 
GammaCell40, Ottawa (Kanada) 
Brutschrank Hera cell 240 Heraeus Instruments, Hanau 
EasySep® Magnet Stemcell Technologies, Vancouver (Kanada) 
Einmalpipetten 5/10/25ml Greiner bio-one, Frickenhausen 
Einmalzählkammer C-Chip Peqlab, Erlangen 
Eismaschine AF 200 Scotsman, Mailand (Italien) 
FACS-Röhrchen, klein Greiner bio-one, Frickenhausen 
Gefrierschrank (-20°C) Liebherr, Ochsenhausen 
Gefrierschrank (-80°C) Thermo Scientific, Braunschweig 
Kühlschrank Liebherr, Ochsenhausen 
Kryoröhrchen Nunc, Wiesbaden 
Kühlzentrifuge Megafug 1.0R Heraeus Instruments, Hanau 
Lichtmikroskop Leica DMIL Leica Microsystems, Wetzlar 
Mehrlochplatten Becton Dickinson, Heidelberg 
Mikroskop Aksioskop HE mit AxioCam MRc5 
(Axiovision Release 4.6.3 Software) 
Carl Zeiss Microscopy, Jena 
Milli-Q®-Reinwasserherstellungssystem Millipore, Schwabach 
Petrischalen Greiner, Frickinghausen 




Pipetten Eppendorf/Gilson Zentrallager Helmholtz-Zentrum, Neuherberg 
Pipettenspitzen Gilson/Greiner Zentrallager Helmholtz-Zentrum, Neuherberg 
Plattenzentrifuge Labofuge 400 Heraeus Instruments, Hanau 
Reaktionsgefäße 1,5/2 ml Eppendorf, Hamburg 
Reaktionsgefäße 15/50 ml Becton Dickinson, Heidelberg 
Sterilwerkbank BDK, Sonnenbühl-Genkingen 
Stickstofftank Air liquid, Düsseldorf 
Schüttler IKA®-Schüttler MTS 4 Fröbel Laborgeräte, Lindau 
Schüttler Vortex Genie 2 Bachofer, Reutlingen 
Spritze Omnifix® Luer Lock Solo 20m B.Braun, Melsungen 
Spritzenfiltervorsätze (0,22 μm) neoLab, Heidelberg 
Sieb, Cell strainer (40 μm) Becton Dickinson, Heidelberg 
Tischzentrifuge Centrifuge 5424R Eppendorf, Hamburg 
Wasserbad Memmert, Schwabach 
Zellkulturflaschen Cellstar® Greiner, Frickinghausen 
 
2.1.2    Chemikalien und Reagenzien 
Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien 
Chemikalie / Reagenz Firma   
2-Mercaptoethanol Life Technologies, Frankfurt 
5-Dodecanoylaminofluorescein Di-β-D-Galactopyranosid (C12FDG) Life Technologies, Frankfurt 
AIM V® AlbuMAX® Serum Free Medium Life Technologies, Frankfurt 
Ammoniumchlorid (NH4Cl) Merck, Darmstadt 
Bafilomycin A1  Tocris Bioscience, Bristol 
Brefeldin A eBioscience, Frankfurt 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
DirectPCR® Lysis Reagent peqLab, Erlangen 
dNTP Invitrogen, Carlsbad (USA) 




Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) Life Technologies, Frankfurt 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA), Natrium-Salz Merck, Darmstadt 
Fetales Kälberserum (FKS) Life Technologies, Frankfurt 
Ionomycin, Calcium-Salz Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
IC Fixation Buffer eBioscience, Frankfurt 
Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) Merck, Darmstadt 
L-Glutamin Life Technologies, Frankfurt 
Magnesiumchlorid (MgCl2) Invitrogen, Carlsbad (USA) 
MEM Non-Essential Amino Acid Solution (100x) Life Technologies, Frankfurt 
Natriumazid (NaN3) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Natriumcarbonat (Na2CO3) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Natriumpyruvat Life Technologies, Frankfurt 
10x ThermoPol Reaction Buffer 
New England Biolabs, Ipswich 
(USA)  
OneComp eBeads eBioscience, Frankfurt 
Penicillin-Streptomycin Life Technologies, Frankfurt 
10x Permeabilization Buffer eBioscience, Frankfurt 
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Proteinase K peqLab, Erlangen 
10x Reaction Buffer Invitrogen, Carlsbad (USA) 
RPMI 1640 ohne L-Glutamin Life Technologies, Frankfurt 
Streptavidin-β-Galactosidase (500 U/ml)  Roche Diagnostics, Mannheim 
Taq Polymerase Invitrogen, Carlsbad (USA) 
Tissue Tek® O.C.T. ™ Compound Sakura, Alphen (Niederlande) 
Trypanblau Life Technologies, Frankfurt 
Trypsin-EDTA Invitrogen, Carlsbad (USA) 









2.1.3    Medien und Puffer 
Tabelle 3: Verwendete Puffer und Medien 
Medium / Puffer Zusammensetzung   
Basismedium RPMI 1640 ohne L-Glutamin 
5 oder 10 % FKS (hitzeinaktiviert) 
100 U / ml Penicillin-G-Natrium 
100 μg / ml Dihydrostreptomycinsulfat 
2 mM L-Glutamin 
1 mM Natriumpyruvat 
5 ml Nicht-essentielle Aminosäuren (100x) 
50 μM 2-Mercaptoethanol 
Carbonatpuffer (pH 9,5) 0,1 M Natriumcarbonat in Millipore-Wasser 
Einfriermedium 90 % FKS (hitzeinaktiviert) 
10 % DMSO 
10x Erythrozyten-Lysepuffer  (pH 7,4) 8,25 g Ammoniumchlorid (NH4Cl) 
1,00 g Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3) 
37,0 g Natrium-EDTA 
ad 100 ml Millipore-Wasser 
FACS-Puffer mit/ohne EDTA PBS 
2 % FKS (hitzeinaktiviert) 
1 % Natriumazid (NaN3)  
mit/ohne 2 mM EDTA 
 
2.1.4    Kits 
Tabelle 4: Verwendete Kits 
Kit Firma   
Annexin V Apoptosis Detection Kit eBioscience, Frankfurt 
Cell Proliferation Dye eFluor® 450 eBioscience, Frankfurt 
EasySep™ Mouse CD4+ T Cell Isolation Kit Stemcell Technologies, Vancouver (Kanada) 
EasySep™ Mouse CD25 Regulatory T Cell Positive 
Selection Kit 
Stemcell Technologies, Vancouver (Kanada) 
Foxp3/Transkription Factor staining Buffer Set eBioscience, Frankfurt 
LIVE/DEAD® Fixable Blue Dead Cell Stain Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 
Senescence β-Galactosidase Staining Kit Cell Signaling Technologies, Danvers (USA) 




2.1.5    Mäuse 
Für diese Arbeit wurden transgene λ-MYC-Mäuse mit C57BL/6 Hintergrund verwendet, welche zur 
Aufrechterhaltung der Zucht mit wt-C57BL/6-Mäusen (Jackson Laboratory, USA) verpaart wurden. 
Diese Mäuse exprimieren das humane Proto-Onkogen MYC, welches unter der Kontrolle des B-Zell-
spezifischen Verstärkerelementes für die Igλ-Kette exprimiert wird (Kovalchuk et al. 2000). Somit 
kommt es zu einer Überexpression von MYC in allen B-Zellen, welche in der Folge unkontrolliert 
proliferieren. Zehn bis 20 Wochen nach Geburt entwickelten die λ-MYC-Mäuse spontan B-Zell-
Lymphome und wurden nach Auftreten der ersten Krankheitssymptome gemäß Tierschutzgesetz 
innerhalb weniger Tage abgetötet. Zu den Abbruchkriterien aus dem Versuchstierantrag gehörten 
verdickte Lymphknoten (LK), Abdomen-Schwellung, Kurzatmigkeit, Schmerzsymptomatik 
(gekrümmter Rücken), Gewichtsabnahme, struppiges Fell, Vitalitätsverlust, Absonderung von der 
Gruppe und Apathie. Der Krankheitsverlauf spiegelt die Situation beim humanen Burkitt-Lymphom 
wider (Abschnitt 1.5) und führt zu einer Hyperplasie der sekundären lymphatischen Organe, 
insbesondere von Milz und LK. Als Kontrolle dienten nicht-transgene C57BL/6-Mäuse, welche im 
Folgenden wt-Mäuse genannt werden.  
Des Weiteren wurden DEREG-Mäuse („Depletion of Regulatory T Cells“) benutzt, die von Jackson 
Laboratory (Bar Harbor, USA) bezogen und mit wt-C57BL/6- und λ-MYC-Mäusen verpaart wurden.  
DEREG-Mäuse haben ebenfalls einen C57BL/6-Hintergrund und exprimieren ein Hybridprotein, in 
welchem der Diphtherietoxin-Rezeptor (DTR) und das Reporterprotein GFP (Grün-fluoreszierendes 
Protein) fusioniert sind. Mithilfe dieses DTR-GFP-Fusionsproteins, das unter der Kontrolle des Foxp3-
Locus (Lahl & Sparwasser 2011) steht, können Foxp3+ Treg zum einen durch DT-Gabe spezifisch 
depletiert und zum anderen über GFP direkt detektiert und folglich auch ohne intrazelluläre Färbung 
sortiert werden.  
Um Mechanismen der Tumorsuppression zu erforschen, wurde auch mit p21-defizienten Mäusen 
auf B6/129-Hintergrund (B6;129S2-Cdkn1atm1Tyj/J) (Brugarolas et al. 1995) gearbeitet, welche bei 
Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) erworben wurden. Diese Mäuse wurden mit wt-C57BL/6 
rückgekreuzt und die p21+/+, p21+/- und p21-/- Wurfgeschwister-Mäuse wie beschrieben (Cheng et al. 
2000) genotypisiert. Für In-vivo-Untersuchungen wurden p21-/- mit λ-MYC-Mäusen verpaart und die 
p21-/- x λ-MYC -/+ -Tiere verwendet. 
 
 




2.1.6    Antikörper 
2.1.6.1    Therapeutische Antikörper 
Tabelle 5: Therapeutische Antikörper für In-vivo-Versuche 
Antigen Klon Isotyp Firma   
PD-1  J43  Arm. Hamster IgG  
BioXCell, West Lebanon 
(USA) 
CTLA-4  UC10-4B9  Arm. Hamster IgG  BioLegend, San Diego (USA) 
2.1.6.2    Depletionsantikörper 
Tabelle 6: Depletionsantikörper für In-vivo-Versuche 
Antigen Klon Isotyp Firma   
IFN-γ XMG1.2 Ratte IgG1 
Plattform Monoklonale Antikörper, 
Helmholtz-Zentrum München   
Asialo-GM1 polyklonal Kaninchen Ig eBioscience, Frankfurt 
TNF XT3.11 Ratte IgG1 BioXCell, West Lebanon (USA) 
CD122 (TM-β1) polyklonal Ratte IgG2b 
Plattform Monoklonale Antikörper, 
Helmholtz-Zentrum München   
Thy-1.2 (MmTC)  2G5  Maus IgG2a  
Plattform Monoklonale Antikörper, 
Helmholtz-Zentrum München   
2.1.6.3    Detektionsantikörper 
Tabelle 7: Fluoreszenz-markierte Detektionsantikörper für die Durchflusszytometrie 
Antigen  Klon  Isotyp  Firma  
CD8a  53-6.7  Ratte IgG2a eBioscience, Frankfurt 
CD8b   eBioH35-17.2 Ratte IgG2b eBioscience, Frankfurt 
CD4 RM4-5  Ratte IgG2a, κ eBioscience, Frankfurt 




Foxp3 FJK-16s  Ratte IgG2a, κ eBioscience, Frankfurt 
Helios 22F6  Armenischer Hamster IgG eBioscience, Frankfurt 
CD19 1D3 Ratte IgG2a BD Bioscience, Heidelberg 
CD19 6D5 Ratte IgG2a, κ BioLegend, San Diego (USA) 
B220 RA3-6B2 Ratte IgG2a, κ BD Bioscience, Heidelberg 
NK1.1 PK136  Maus IgG2a, κ BD Bioscience, Heidelberg 
CD11c N418  Arm. Hamster IgG BioLegend, San Diego (USA) 
PD-1 J43 Arm. Hamster IgG eBioscience, Frankfurt 
PD-1 RMP1-30 Ratte IgG2b, κ eBioscience, Frankfurt 
CTLA-4 UC10-4B9 Arm. Hamster IgG BioLegend, San Diego (USA) 
CTLA-4 1B8 Arm. Hamster IgG Life Technologies, Frankfurt 
CD69  H1.2F3  Arm. Hamster IgG eBioscience, Frankfurt 
CD137 17B5 
Golden Syrian Hamster 
IgG 
eBioscience, Frankfurt 
MHC I (H-2Kb)  CTKb  Maus IgG2a 
Bio-Rad AbD Serotec, 
Kidlington (UK) 
MHC II (I-A/I-E)  2G9 Ratte IgG2a, κ BD Bioscience, Heidelberg 
IFN-γ   XMG 1.2 Ratte IgG1, κ BioLegend, San Diego (USA) 
TNF MP6-XT22 Ratte IgG1, κ eBioscience, Frankfurt 
IL-10 JES5-16E3 Ratte IgG2b eBioscience, Frankfurt 
Ki-67 SolA15  Ratte IgG2a, κ eBioscience, Frankfurt 
2.1.6.4    Panning-Antikörper 
Tabelle 8: Antikörper für das B-Zell-Panning 
Antigen Klon Firma   
B220  TIB146  Plattform Monoklonale Antikörper, Helmholtz-Zentrum München   
IgM  HB88  Plattform Monoklonale Antikörper, Helmholtz-Zentrum München   
κ  HB58 Plattform Monoklonale Antikörper, Helmholtz-Zentrum München   




2.1.6.5    Antikörper für In-vitro-Versuche 
Tabelle 9: Unmarkierte Antikörper für In-vitro-Versuche 
Antigen Klon Isotyp Firma   
CD3  145-2C11  Arm. Hamster  
Plattform Monoklonale Antikörper, 
Helmholtz-Zentrum München   
CD28  37N  Syr. Hamster  
Plattform Monoklonale Antikörper, 
Helmholtz-Zentrum München   
MHC Klasse II (I-Ab/I-E) M5/114.15.2 Ratte IgG2b, κ eBioscience, Frankfurt 
2.1.6.6    Murine rekombinante Zytokine 
Tabelle 10: Rekombinante murine Zytokine für In-vitro-Versuche 
Zytokin Quelle Firma 
rIL-2 E.coli PeproTech, Hamburg 
rIFN-γ E.coli PeproTech, Hamburg 
rTNF E.coli PeproTech, Hamburg 
2.1.6.7    Antikörper für Immunhistochemie und Immunfluoreszenz 
Tabelle 11: Antikörper für Immunhistochemie und Immunfluoreszenz 
Antigen Klon Isotyp Firma   
p16INK4a polyklonal Kaninchen IgG Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Ki-67 SolA15 Ratte IgG2a, κ eBioscience, Frankfurt 
Hoechst® 33342  Kernfärbung Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA) 
YO-PRO®  Kernfärbung Molecular Probes, Eugene (USA) 
 




2.1.7    Primer 
Für die Genotypisierung der λ-MYC-Mäuse (Abschnitt 2.2.1) wurde eine Polymerase-Kettenreaktion 
(PCR) mit zwei verschiedenen Primer-Paaren durchgeführt (Tabelle 12). Eines amplifizierte das 
Mausspezifische Haushaltsgen Cd79b (Fragmentgröße ~300 bp) und wurde als interne PCR-Kontrolle 
verwendet, das andere amplifizierte das MYC-Gen (~450 bp). Für die Genotypisierung der DEREG-
Mäuse wurde das Primer-Paar P442/443 verwendet, welches das DTReGFP-Fusionsgen amplifiziert 
(~500 bp). Bei den p21-defizienten Mäusen wurde die p21-Bande (~900 bp) mit dem Primer-Paar 
oIMR8294 / oIMRo845 amplifiziert, die Mutanten-Bande (~700 bp) mit oIMR8294 und oIMR8296. 
Tabelle 12: Primer für die Genotypisierung der λ-MYC-, DEREG/λ-MYC-, p21/λ-MYC-Mäuse 
Primer Gen Sequenz   
E2 intfwd λ-MYC  GCTCGTCTCAGAGAAGCTGG 
12 rev λ-MYC ATCTCTCCAGATCTGCTATCTC 
B29-18F Cd79b GTGGCACGGAACTTCTAGTC 
B29-9R Cd79b CTTGTCAAGTAGCAGGAAGA 
P442 DTReGFP CCCAGGTTACCATGGAGAGA 
P443 DTReGFP GAACTTCAGGGTCAGCTTGC 
oIMR8294 (Common) p21/Cdkn1 AAGCCTTGATTCTGATGTGGGC 
oIMR0845 (wild type) p21/ Cdkn1 TGACGAAGTCAAAGTTCCACCG 
oIMR8296 (Mutant Reverse) p21/ Cdkn1 GCTATCAGGACATAGCGTTGGC 
2.1.8    Software 
Tabelle 13: Software 




Becton Dickinson, Heidelberg 
Treestar Inc., Ashland (USA) 
Auswertung und Statistik GraphPad Prism 5 Graphpad Software Inc., La Jolla (USA) 
Graphik und Text 
Adobe Illustrator CS5 
Adobe Photoshop CS5 
MS Office 
Adobe Systems, San José (USA) 
Adobe Systems, San José (USA) 
Microsoft, Redmond (USA) 




2.2    METHODEN 
2.2.1    Genotypisierung der Mäuse 
Die λ-MYC-Mäuse wurden mittels PCR genotypisiert. Hierzu wurde ein kleines Stück des Ohres 
verwendet, welches zur Nummerierung der Mäuse ausgestanzt worden war. Dieses wurde bei 55 °C 
über Nacht in DirectPCR Lysis Reagent (200 µl) und Proteinase K (0,3 mg / ml) im Heizblock inkubiert.  
Bei 85 °C wurden die Proben nach 45 min in die PCR eingesetzt (Tabelle 14A). Auf diese Weise wurde 
die MYC-Expression auch in DEREG/λ-MYC- und p21/λ-MYC-Mäusen nachgewiesen. Bei den 
DEREG/λ-MYC-Tieren wurde neben der MYC-PCR zusätzlich eine DEREG-PCR (Tabelle 14B), bei 
p21/λ-MYC-Mäusen eine p21- und Mutanten-PCR (Tabelle 14C) durchgeführt. 
Tabelle 14A: Reagenzien und Temperatur-Verlauf für PCR zur Genotypisierung der λ-MYC-Mäuse 
Mastermix Volumen  
Temperatur-Verlauf im Thermocycler 
für MYC: 
10x Reaction Buffer 5 µl  
50 mM MgCl2 2 µl  94°C Pause 
10 mM dNTP Mix 1 µl  94°C 4 min 
Taq Polymerase 0,3 µl  94°C 45 s 
100 µM Primer E2 fwd 0,5 µl  58°C 30 s                      35 Zyklen 
100 µM Primer 12 rev 0,5 µl  72°C 1 min 30 s 
100 µM Primer B29-18F 0,5 µl  72°C 10 min 
100 µM Primer B29-9R 0,5 µl  4°C Pause 
H2O steril  37,6 µl    









Tabelle 14B: Reagenzien und Temperatur-Verlauf für PCR zur Genotypisierung der DEREG-Mäuse 
Mastermix Volumen  
Temperatur-Verlauf im Thermocycler 
für DTReGFP: 
10x NEB Thermo Buffer 2,5 µl  
10 mM dNTP Mix 0,5 µl  94°C 5 min 
Taq Polymerase 0,4 µl  94°C 1 min 
100 µM Primer P442 0,25 µl  60°C 1 min            32 Zyklen 
100 µM Primer P443 0,25 µl  72°C 1 min                      
H2O steril 20,6 µl  72°C 10 min 
DNA 0,5 µl  4°C Pause 
 
 
Tabelle 14C: Reagenzien und Temperatur-Verlauf für PCR zur Genotypisierung der p21
-/-
 -Mäuse 
Mastermix Volumen  
Temperatur-Verlauf im Thermocycler  
für p21: 
10x Reaction Buffer 1,20 µl  
25 mM MgCl2 1,20 µl  94°C Pause 
2,5 mM dNTP Mix 0,96 µl  94°C 3 min 
Taq Polymerase 0,2 µl  94°C 30 s 
20 µM Primer oIMR8294 0,8 µl  64°C 1 min            35 Zyklen 
20 µM Primer oIMR8296 0,8 µl  72°C  1 min 
20 µM Primer oIMR8294 0,8 µl  72°C 2 min 
20 µM Primer oIMRo845 0,8 µl  10°C Pause 
H2O steril 4,84µl    
DNA 2 µl    
Die PCR-Produkte wurden unter Verwendung einer Gelelektrophorese (MYC: 2 % Agarose-Gel; 
DEREG: 1,6 % Agarose-Gel; p21: 1,5 % Agarose-Gel) aufgetrennt. Anschließend wurden die MYC-
positiven (Abbildung 2.1A), die DEREG-positiven (Abbildung 2.1B) und die p21-defizienten 
(Abbildung 2.1C) Mäuse ermittelt. 





Abbildung 2.1: Elektrophorese-Gel nach der PCR zur Genotypisierung von λ-MYC- , DEREG-  und p21-Mäusen. 
(A) Amplifizierung der DNS von MYC-positiven Mäusen in Spur 2, Spur 1 entstammt MYC-negativen wt-
Mäusen. Die obere Bande entspricht dem humanen MYC-Amplikon (~450 bp), die unteren stellen das Maus-
spezifische Cd79b-Amplikon (~300 bp) dar. (B) DNS-Amplifizierung von DEREG-positiven Mäusen und das 
Amplikon des DTReGFP-Fusionsgens (~500 bp) in Spur 2 und 3, während Spur 1 eine DEREG-negative Maus 
zeigt. (C-1) Mutanten-Bande (~700 bp) in Spur 2 amplifiziert. (C-2) p21-Amplikon (~870 bp) in Spur 4-6, 
welches bei den p21-defizienten Mäusen in Spur 1-3 fehlt. Es wurde in allen Fällen eine 50 bp-DNS-Leiter 
verwendet.  Durchführung der PCR durch A. Geishauser, Helmholtz-Zentrum München. 
2.2.2    Zellkultur und Zelllinien 
Tabelle 15: Verwendete Zelllinien 
Name Charakteristik Referenz   
291 
B-Zell-Lymphom-Zelllinie aus kranken 
λ-MYC-Mäusen (CBL-Hintergrund) 
generiert im Labor R. Mocikat  




bezogen von der LGC Standards GmbH, Wesel  
(Fidler 1975; Nicolson et al. 1978) 
Zur Prävention von Kontamination durch Pilze, Bakterien oder Viren wurden alle Zellkulturarbeiten 
unter aseptischen Bedingungen (Sterilwerkbank) durchgeführt. Nach dem Auftauen wurden die 
Zellen in Basismedium (5 % FKS) bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit in Kultur gehalten. 
Sowohl die adhärente Zelllinie B16F0 als auch die Suspensionszelllinie 291 wurden alle zwei Tage im 
Verhältnis 1 : 10 geteilt. Die B16F0-Zellen wurden mit 10 ml PBS gewaschen, mit 1 ml Trypsin-EDTA 
bei 37°C inkubiert, mit 9 ml Basismedium (5 % FKS) vom Flaschenboden gelöst und in frischem 
Basismedium (5 % FKS) kultiviert 
 




2.2.3    Herstellung von Einzelzellsuspensionen aus lymphoiden Organen 
Die Mäuse wurden mit CO2 euthanasiert und die Milz ebenso wie axilläre, inguinale und mandibuläre 
Lymphknoten (un)steril entnommen. Zur Generierung einer Einzelzellsuspension wurden die Organe 
durch ein Sieb mit einer Porengröße von 40 μm in MEM-Medium gedrückt. Die LK eines Tieres 
wurden immer vereinigt. Nach Inkubation in Erythrozyten-Lysepuffer wurde die Zellsuspension mit 
PBS gewaschen und die Zellzahl mithilfe von Einmalzählkammern ermittelt.  
2.2.4    Durchflusszytometrie (FACS) 
Zur Identifizierung und Quantifizierung von Oberflächenantigenen auf Zellen oder intrazellulären 
Molekülen wurde die Durchflusszytometrie, auch als FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) 
bezeichnet, herangezogen. Die durchflusszytometrische Bestimmung der spezifisch angefärbten 
Zellen erfolgte am BD LSR II Flow Cytometer. Die Daten wurden mit der FlowJo-Software 
ausgewertet, wobei für die Datenanalyse die unten abgebildete Gating-Strategie zur Eingrenzung der 
CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie der CD19+ B-Zellen genutzt wurde (Abbildung 2.2).  
Für die Detektion der Oberflächenantigene wurden die zu untersuchenden Zellen (1 x 106 pro 50 μl 
FACS-Puffer) mit den zugehörigen Fluoreszenz-markierten monoklonalen Antikörpern (mAK) (Tabelle 
7) für 30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Die optimale Antikörperkonzentration wurde zuvor 
austitriert. Lebende und tote Zellen wurden durch die zusätzliche Verwendung der LIVE/DEAD® 
Fixable Blue -Lösung voneinander unterschieden.  
Zur Erfassung intrazellulärer Zytokine (IFN-γ, TNF, IL-10) wurden die zu analysierenden Zellen 
zunächst mit PMA, Ionomycin und Brefeldin A (Verdünnung jeweils 1 : 1000) in Basismedium (10 % 
FKS) stimuliert. Nach vierstündiger Inkubation im Brutschrank und der oben beschriebenen 
Oberflächenfärbung wurden die Zellen fixiert (IC Fixation Buffer; 30 min, 4 °C) und die 
Zellmembranen permeabilisiert (1x Permeabilization Buffer). Die intrazellulären Zytokine wurden 
schließlich mit den entsprechenden Fluoreszenz-markierten Antikörper in 100 µl 1x Permeabilization 
Buffer (40 min, 4 °C) gefärbt. Um die Transkripitionsfaktoren Foxp3 und Helios oder das nukleäre 
Antigen Ki-67 zu detektieren, wurden die Zellen ohne vorangegangene Stimulation mit dem Foxp3 
Staining Buffer Set fixiert (30 min – 24 h, 4 °C), permeabilisiert und mit Fluoreszenz-markierten mAK 
für die intrazelluläre Färbung inkubiert (40 min,  4 °C). Sofern möglich, wurden für die Versuche 
Isotyp-Kontrollen durchgeführt, d.h. Färbungen mit Antikörpern von gleichem Isotyp und Spezifität. 




Fehlten passende Isotypkontrollen, wurde eine FMO-Färbung (Fluorescence Minus One) 
durchgeführt. 
 
Abbildung 2.2: Allgemeine Gating-Strategie zur Bestimmung von T- und B-Lymphozyten am FACS, dargestellt 





 T-Zellen sowie einer doppelnegativen Population, in welcher die CD19
+
 B-Zellen eingegrenzt wurden. 
Die CD4
+
 T-Zellen wurden unterteilt in die Foxp3-exprimierenden Treg und Foxp3-negative Teff. 
2.2.5    Apoptosedetektion 
Zur durchflusszytometrischen Detektion apoptotischer sowie nekrotischer Milz- und LK-Zellen, 
wurden diese entsprechend den Vorgaben des Herstellers mit dem Annexin V Apoptosis Detection 
Kit (Tabelle 4) angefärbt. Wegen der Calcium-Abhängigkeit von Annexin V durften während des 
Versuches keine Puffer mit EDTA oder andere Calcium-Chelatoren verwendet werden. Das im Kit für 
die Vitalitätsfärbung enthaltene Propidiumiodid wurde, da es für eine intrazelluläre Färbung nicht 
geeignet war, durch die LIVE/DEAD® Fixable Blue - Lösung ersetzt.  




Im FACS sind lebende Zellen Annexin-negativ und LIVE/DEAD® Fixable Blue-negativ, apoptotische 
Zellen sind Annexin-positiv und LIVE/DEAD® Fixable Blue-negativ und nekrotische Zellen Annexin-
positiv und LIVE/DEAD® Fixable Blue-positiv (Abbildung 2.3). 
 
Abbildung 2.3: Darstellung einer durchflusszytometrischen Bestimmung von apoptotischen (Annexin-positiv 
und lebend/tot-negativ) und nekrotischen Zellen (Annexin-positiv und lebend/tot-positiv) einer wt-Milz. 
2.2.6    Seneszenzdetektion 
Zur Bestimmung seneszenter Zellen wurden für eine qualitative Auswertung neben 
lichtmikroskopischen auch Immunfluoreszenz-Aufnahmen erstellt. Um zusätzlich eine genaue 
quantitative Bestimmung zu erhalten, wurden FACS-Analysen durchgeführt. 
2.2.6.1    Mikroskopische Detektion mit einem Seneszenz β-Galaktosidase Kit 
Für Vorversuche wurde die Seneszenz in Organschnitten und Einzelzellsuspensionen mit dem 
Senescence β-Galactosidase Staining Kit (Tabelle 4) gemäß Hersteller-Protokoll nachgewiesen. Unter 
physiologischen Bedingungen ist die lysosomale β-Galaktosidase bei pH 4 - 4.5 aktiv. Durch eine 
Anhäufung von Lysosomen wird das Enzym in seneszenten Zellen überexprimiert und die Aktivität 
der Seneszenz-Assoziierten (SA)-β-Galaktosidase kann bereits bei pH 6 gemessen werden. Daher 
nahmen im Senescence β-Galactosidase Staining Kit nur seneszente Zellen bei pH 6 nach der 
Hydrolyse des Substrates X-Gal durch die SA-β-Galaktosidase eine blaue Farbe an und erschienen im 
Vergleich zu nicht seneszenten Zellen vergrößert. Die Mikroskop-Aufnahmen wurden mithilfe des 




AxioskopHE-Mikroskopes mit integrierter AxioCam MRc5-Kamera erstellt, welches mit der 
AxioVision-Software ausgestattet war (Tabelle 1).  
2.2.6.2    Immunhistochemische Detektion mit p16Ink4a 
Die Immunfluoreszenzfärbung des oft als Seneszenz-Biomarker verwendeten Tumorsuppressors 
p16INK4a  wurde in Kooperation mit Dr. Heidi Braumüller und Birgit Fehrenbacher von der Hautklinik 
der Universität Tübingen mit den dort etablierten Methoden durchgeführt und analysiert. 
2.2.6.3    Durchflusszytometrische Detektion mit C12FDG 
Um eine exakte quantitative Auswertung der zellulären Seneszenz und die Gegenfärbung von 
Oberflächenantigenen zu ermöglichen, wurde eine FACS-basierte Methode (Debacq-Chainiaux et al. 
2009) angewendet. Das Protokoll hierfür, wie von Ernst und Kollegen (2015) publiziert,  wurde von 
Prof. Dr. Kirsten Lauber und Roman Hennel von der Klinik für Strahlentherapie und Radioonkologie 
des Klinikums Großhadern in München übernommen. 
Bei der durchflusszytometrischen Seneszenzdetektion wurde die Aktivität der lysosomalen SA-β-
Galaktosidase mithilfe ihres Substrates, des fluorogenen Moleküls 5-Dodecanoylaminofluorescein-
di-β-Galactopyranosid (C12FDG), gemessen. Dazu wurde zunächst der lysosomale pH-Wert durch den 
vakuolaren H+-ATPase (V-ATPase)-Hemmer Bafilomycin A1 auf pH 6 angehoben. Bevor C12FDG von 
der SA-β-Galaktosidase hydrolysiert wird, ist es membrangängig und nicht-fluoreszierend. Gelangt 
das Molekül in die Zelle, werden die Galactosyl-Reste durch die SA-β-Galaktosidase abgespaltet. 
Dadurch entsteht ein Fluorescein-Derivat, welches durch seinen lipophilen C12-Rest in der 
Zellmembran verankert ist und in der Zelle verbleibt (Abbildung 2.4). Bei der FACS-Analyse wurden 
die Zellen als seneszent betrachtet, wenn zum einen das C12FDG-Signal im FITC-Kanal hoch war und 
zum anderen eine bestimmte Seitwärts-Streuung (SSC-A) erreicht wurde, welche die Granularität der 
Zellen angibt und aus der Überexpression der Lysosomen in seneszenten Zellen resultiert. 
Für die Färbung wurden 1 x 106 frische Milzzellen mit PBS gewaschen und mit 100 nM Bafilomycin 
A1 in 300 μl serumfreiem Medium (SFM) für 1 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde 50 μM 
C12FDG in 100 μl SFM hinzugefügt und die Suspension wiederum 1 h bei 37 °C inkubiert, um eine 
Substratumsetzung zu ermöglichen. 




 Nach der Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit LIVE/DEAD® Fixable Blue-Lösung 
sowie Detektionsantikörpern gefärbt (Abschnitt 2.2.4) und innerhalb weniger Stunden am FACS 
vermessen. Zur Kontrolle und zur Festsetzung der Gates wurden wt-Milzzellen verwendet. 
 
Abbildung 2.4: Allgemeines Prinzip der durchflusszytometrischen Seneszenzdetektion mithilfe der lysosomalen 
SA-β-Galaktosidase-Aktivität bei pH 6. Nach Anhebung des lysosomalen pH-Wertes auf pH 6 durch Bafilomycin 
A1 hydrolysiert die SA-β-Galaktosidase ihr Substrat C12FDG zu einem Fluorescein-Derivat. Zellen gelten als 
seneszent, wenn das C12FDG-Signal im FITC-Kanal hoch ist und die Granularität (SSC-A) einen an wt-Milzen 
definierten Wert am Durchflusszytometer erreicht. 
2.2.7   In-vitro-Seneszenzinduktion 
Um den Einfluss von IFN-γ und TNF auf die Seneszenz in 291-Tumorzellen zu untersuchen, wurden 
diese, wie von Braumüller und Kollegen (2013) veröffentlicht, in vitro mit einer Kombination aus 
murinen, rekombinanten rIFN-γ und  rTNF inkubiert. Dazu wurden die 291-Zellen geerntet und 0,2 x 
106 Zellen in 200 µl Basismedium (5 % FKS) pro Vertiefung in einer 96-Well-Rundboden-Platte 
ausplattiert. Die Zellen wurden für 24 h bei 37 °C mit variierenden Konzentrationen von rIFN-γ [10 pg 
- 100 ng] und rTNF [1 pg - 10 ng] behandelt und die Seneszenz danach am Durchflusszytometer 
detektiert (Abschnitt 2.2.6.3). 
2.2.8    In-vitro-Stimulation mit αCD3/αCD28-Antikörpern 
In eine 96-Well-Rundbodenplatte wurden 50 µl αCD3/αCD28-Antikörper (jeweils 2 µg / ml) pro 
Vertiefung pipettiert und diese bei  4 °C über Nacht inkubiert. Die Antikörper-Lösung wurde am 
folgenden Tag abgesaugt und mit jeweils 200 μl PBS und Basismedium (10 % FKS) gewaschen. Pro 
Vertiefung wurden 0,5 x 106 Zellen in 200 µl Basismedium (10 % FKS) ausplattiert und für 72 h bei   
37 °C mit IL-2 [50 U / ml] stimuliert. 




2.2.9    Proliferations-Test mit Cell Proliferation Dye 
Um bis zu sieben Zellteilung von T-Zellen sowohl in vitro als auch ex vivo visualisieren zu können, 
wurden diese mit Cell Proliferation Dye eFluor® 450 (CDP) markiert. Dazu wurden Milz- und LK-
Zellsuspensionen aus wt- und λ-MYC-Mäusen im Verhältnis 1 : 1 mit einer 20 µM CPD-Lösung (in 
vorgewärmtem PBS) gemischt und diese für 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Färbung wurde 
durch die Zugabe des vier- bis fünffachen Volumens an kaltem Basismedium (10 % FKS) und einer 
fünfminütigen Inkubation auf Eis gestoppt. Die Zellen wurden im Anschluss dreimal mit kaltem 
Basismedium (10 % FKS) gewaschen und in Kultur genommen. Die CPD-Färbung wurde zur Kontrolle 
an Tag 0 im Durchflusszytometer gemessen.  
Nach 72-stündiger In-vitro-Stimulation mit αCD3/αCD28-Antikörpern (Abschnitt 2.2.8) wurden die 
Zellen geerntet, mit Live/Dead® Fixable Blue-Lösung markiert und anschließend die Oberfläche sowie 
intrazelluläres Foxp3 gefärbt. Bei einer Zellteilung wurde die CPD-Farbe gleichmäßig auf die 
Tochterzellen verteilt, was sich in einer halbierten CPD-Fluoreszenzintensität widerspiegelte und 
eine Messung der T-Zell-Proliferation erlaubte. 
2.2.10    B-Zell-Panning 
Für Kokulturen verwendete T-Zellen aus Milz-Zellsuspensionen wurden vor ihrer Sortierung 
(Abschnitt 2.2.11) unter Verwendung von anti-B220-, anti-IgM- und anti-κ-Panning-AK angereichert. 
Dazu wurden die Panning-AK (jeweils 5 μg / ml) in 4 ml sterilem Carbonat-Puffer (0,1 M, pH 9.5) auf 
mittelgroßen Petrischalen ausplattiert und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Anschließend wurden die 
Schalen mit PBS gespült und 50 x 106 Zellen / 4 ml Basismedium (10 % FKS) pro Schale zugegeben 
und diese für eine Stunde bei 4 °C inkubiert. Mittels FACS wurden CD19+, CD3+, CD11c+ und NK1.1+ 
Zellen gefärbt und ein T-Zell-Anteil von > 80 % ermittelt. Durch die Vorsortierung wurde eine 
schnellere und effizientere Zellseparation mit dem EasySep® Magneten (Abschnitt 2.2.11.1) oder 









2.2.11    Zellseparation 
Zur Gewinnung hoch angereicherter Zellpopulationen aus heterogenen Einzelzellsuspensionen 
wurden diese entweder manuell mithilfe von Zellseparations-Kits (Stemcell Technologies, 
Vancouver) nach Angaben des Herstellers isoliert oder maschinell mit dem BD FACSAria™ III sortiert. 
In beiden Fällen wurde zuvor ein B-Zell-Panning durchgeführt (Abschnitt 2.2.10). 
2.2.11.1 EasySep® Magnetseparation 
Das Wirkprinzip der Magnetseparation beruht auf einer Negativselektion der CD4+ T-Zellen und einer 
Positivselektion der CD4+CD25+ Treg. Für die Isolierung von CD4+ T-Zellen werden die Zellen mit einer 
Mischung aus biotinylierten AK inkubiert, die gegen verschiedene Oberflächen-Antigene auf Maus-
Zellen (z.B. CD19, CD8, CD45), aber nicht gegen CD4 gerichtet sind. An die biotinylierten AK werden 
magnetische Partikel gekoppelt und die so markierten, unerwünschten Zellen (positive Fraktion) 
werden in einem Magnetfeld an die Wand des Röhrchens gezogen, während die unmarkierten CD4+ 
T-Zellen (negative Fraktion) in ein anderes Röhrchen überführt werden können. Die im FACS 
ermittelte Reinheit der CD4+ T-Zellen lag typischerweise bei 90 %. Zur Gewinnung von CD4+CD25+ 
Treg werden diese mit einem αCD25-PE-Detektionsantikörper markiert und mit magnetischen 
Partikeln inkubiert, welche gegen PE gerichtet sind. Wird das Röhrchen mit der Zellsuspension 
erneut in den Magneten gestellt, bleiben nun die markierten, erwünschten CD4+CD25+ Treg an der 
Wand klebend im Magnetfeld, während die nicht markierten CD4+CD25- Teff in ein anderes 
Röhrchen überführt oder verworfen werden können. Von den positiv sortierten Zellen waren im 
FACS ca. 80 % CD4+CD25+ und davon wiederum ca. 70 % Foxp3+ Treg. 
2.2.11.2 FACSAria™ III 
Zur effizienteren Isolierung von CD4+Foxp3+ Treg wurden die Zellen aus DEREG+ wt-und λ-MYC-
Mäusen mit dem BD FACSAria™ III in Zusammenarbeit mit Dr. Josef Mysliwietz sortiert. Damit war es 
möglich, die Foxp3+ Treg ohne konjugierte magnetische Partikel und mit einer Reinheit von > 95 % 
von den restlichen Zellpopulationen zu trennen. 
 




2.2.12    In-vitro-Kokulturen 
Zur Untersuchung funktioneller Eigenschaften von CD4+ T-Zellen im λ-MYC-Lymphom-Modell 
wurden verschiedene In-vitro-Tests etabliert. 
2.2.12.1 Suppressions-Assay 
Zur Überprüfung der suppressiven Kapazität der Treg im λ-MYC-Modell wurde ein In-vitro-
Suppressions-Assay entwickelt. Dafür wurden am Vortag des Versuches αCD3/αCD28-Antikörpern 
(Abschnitt 2.2.8) in die Vertiefungen einer 96-Well-Rundbodenplatte pipettiert und die Platte über 
Nacht (4 °C) inkubiert. In einige, unstimulierte Kontroll-Wells wurde nur PBS gegeben. 
Am Versuchstag wurden CD4+CD25+ Treg aus Milz und LK einer kranken λ-MYC- oder wt-Maus nach 
einem B-Zell-Panning (Abschnitt 2.2.10) mittels EasySep®-Magnetseparation (Abschnitt 2.2.11.1) 
isoliert. Auf die gleiche Weise wurden aus Milz- und LK-Zellen einer wt-Maus CD4+CD25- Teff 
gewonnen und mit CPD-Lösung (Abschnitt 2.2.9) markiert, um sie später detektieren und ihre 
Proliferation messen zu können. Schließlich wurden die als Suppressor-Zellen fungierenden 
CD4+CD25+ Treg mit den CD4+CD25-CPD+ Teff-Responder-Zellen in verschiedenen Verhältnissen in die 
Vertiefungen der 96-Well-Rundbodenplatte pipettiert. In Kontroll-Kavitäten wurden nur CD4+CD25-
CPD+ Teff gegeben, wobei die Gesamtzahl an T-Zellen pro Vertiefung immer 105 betrug. Nach 
dreitägiger In-vitro-Stimulation wurde die Proliferation der Teff im FACS ermittelt. 
2.2.12.2 Tumor-Spezifitäts-Assay 
Um zu untersuchen, ob CD4+ T-Zellen aus wt-Mäusen tumorreaktiv sind und spezifisch 
lymphomassoziierte Antigene erkennen können, wurden diese mithilfe des EasySep® Magneten 
isoliert (Abschnitt 2.2.11.1) und in vitro für sieben Tage bei 37 °C mit bestrahlten wt-Milzzellen, rIL-2 
und mit den bestrahlten Tumorzelllinien 291 oder B16F0 restimuliert. Die CD4+ T-Zellen sollten nach 
Erkennung der tumorassoziierten Antigene auf 291-Lymphomzellen proliferieren, bei der 
irrelevanten B16F0-Zelllinie hingegen nicht. Der Ableseparameter „Proliferation“ wurde durch die 
Färbung des nukleären Antigens Ki-67 und mittels CPD-Färbung (Abschnitt 2.2.9) 
durchflusszytometrisch erfasst. 




Die Zellen der autologen MYC-Lymphomzelllinie 291 und der Melanomzelllinie B16F0 wurden am 
Vortag des Tumor-Spezifität-Versuches geerntet, auf [1 x 105 Zellen / 50 μl] in Basismedium (10 % 
FKS) eingestellt und mit 100 Gy bestrahlt. Die Tumorzellen, die nach der Bestrahlung nicht mehr 
proliferierten, wurden über Nacht bei 37 °C inkubiert und das Medium am nächsten Tag vor der 
Zugabe in die Kokultur nochmals gewechselt.  Am Versuchstag wurden Splenozyten einer wt-Maus 
auf [1.5 x 105 Zellen / 50 μl] in Basismedium (10 % FKS) eingestellt und mit 30 Gy bestrahlt. Sie 
enthalten APZ zur T-Zell-Stimulation und wurden bis zu ihrem Einsatz in der Kokultur bei 37 °C 
inkubiert. Schließlich wurden LK- und Milzzellen einer wt-Maus entnommen und nach dem B-Zell-
Panning (Abschnitt 2.2.10) mit αCD4-Antikörper sowie CPD-Lösung markiert. Mithilfe des EasySep® 
Magneten (Abschnitt 2.2.11.1) wurden die CD4+ T-Zellen isoliert und auf [2 x 105 Zellen / 50 μl] in 
Basismedium (10 % FKS) eingestellt. Pro Vertiefung einer 96-Well-Rundboden-Platte wurden die 
bestrahlten Milzzellen, IL-2 [50 U / ml], die bestrahlten Tumorzellen und die sortierten CD4+ T-Zellen 
in der genannten Reihenfolge in 200 µl Basismedium (10 % FKS) ausgesät und sieben Tage bei 37 °C 
stimuliert. Je nach Fragestellung variierte die Zusammensetzung der Kokultur und es wurden 
entweder die bestrahlten Tumorzellen oder die bestrahlten Milzzellen weggelassen. Zum Nachweis 
einer spezifischen Peptid-T-Zell-Interaktion wurde zur Kokultur ein MHC-Klasse-II(I-Ab/I-E)-
blockierender Antikörper (Verdünnung 1 : 2000) hinzugefügt. 
2.2.13    In-vitro-MHC-Induktion 
Um die Peptidausbeute auf 291-Lymphomzellen für die Sequenzanalyse von MHC-gebundenen 
Peptiden (Abschnitt 4.7) zu erhöhen, wurden diese in vitro mit rIFN-γ stimuliert. Für die Induktion 
von MHC-Klasse-I, insbesondere aber MHC-Klasse-II-Molekülen auf 291-Zellen (Brenner et al. 2010) 
wurde die Zelllinie in Basismedium (10 % FKS) mit rIFN-γ [2 x 104 U / ml] für 24 h oder 48 h bei 37 °C 
kultiviert (Abbildung 2.5). 
 
Abbildung 2.5: In-vitro-Induktion von MHC-Klasse-I/II-Molekülen auf 291-Lymphomzellen. Expression von MHC 
mit oder ohne rIFN-γ [2 x 10
4
 U/ml], gemessen nach 24 h und 48 h. Dargestellt als Mittelwert ± SEM (n=3). Die 
Signifikanz wurde mithilfe des Student’s t-Testes ermittelt. 




2.2.14    In-vivo-Versuche 
Die Mäuse wurden unter spezifiziert pathogenfreien Bedingungen im Tierstall des Hämatologikums 
(Großhadern) gehalten und ad libitum mit Futterpellets und angesäuertem Leitungswasser gefüttert. 
Alle Tierversuche waren konform mit den tierschutzrechtlichen Bestimmungen und von der 
Regierung von Oberbayern genehmigt.  
Bei Überlebensversuchen wurden alle Tiere nach Auftreten von Krankheitssymptomen entsprechend 
den Tierschutzrichtlinien abgetötet. Zur Analyse der Immunantwort nach In-vivo-Therapieversuchen 
waren diese Mäuse meist nicht geeignet, da Unterschiede zwischen unbehandelten und 
therapierten Mäusen ab einem bestimmten Krankheitsschweregrad nicht mehr messbar waren.  
Daher wurden zur Untersuchung der Immunantwort während der Initialphase eines 
Therapieversuches die Tiere bereits vor Auftreten der ersten Krankheitssymptome geopfert, um die 
Immunreaktion während der Frühphase beurteilen und die Tiere vergleichen zu können. 
2.2.14.1 Therapieversuche in λ-MYC- und p21KO / λ-MYC-Mäusen 
Um den therapeutischen Erfolg durch Kontrollpunkt-Inhibitoren zu untersuchen, wurden die 
koinhibitorischen Moleküle CTLA-4 und PD-1 in vivo blockiert. Dazu wurden klinisch noch 
unauffällige λ-MYC- oder p21KO / λ-MYC-Mäuse i.p. mit einer Kombination aus 100 µg αPD-1- und 
100 µg αCTLA-4-Antikörper behandelt. Für Überlebensversuche erfolgte die insgesamt viermalige 
AK-Gabe alle zehn Tage, beginnend am 55. Lebenstag. Zur Beurteilung der AK-Therapie in der 
Frühphase wurden die Tiere drei Tage nach der zweiten AK-Injektion abgetötet.  
2.2.14.2 Depletionsversuche in λ-MYC-Mäusen 
Um den Einfluss von IFN-γ, TNF, NK-Zellen und T-Zellen auf den Therapieerfolg durch die αPD-1/ 
αCTLA-4-Behandlung zu untersuchen, wurden die genannten Zytokine und Zellpopulationen 
spezifisch depletiert. Es wurden dabei sowohl die Auswirkungen auf das Überleben als auch Effekte 
auf die Frühphase untersucht und mit der Tumorkontrollgruppe verglichen, welche nur die 
Behandlung mit den Kontrollpunkt-Inhibitoren erhalten hatte. Für alle Depletionsversuche wurden 
klinisch unauffällige λ-MYC Mäuse ab ihrem 55. Lebenstag verwendet. 




Die Depletion von IFN-γ und TNF erfolgte am selben Tag, 5 h vor der αPD-1/αCTLA-4-Gabe. Die 
übrigen Depletionsantikörper wurden 24 h vor der PD-1/CTLA-4-Blockade i.p. gespritzt. In 
Überlebensversuchen wurde die Gabe von Depletionsantikörpern nach Ende der viermaligen αPD-1/ 
αCTLA-4-Therapie im vorausgegangenen Behandlungsrhythmus bis zum Auftreten erster 
Krankheitssymptome fortgesetzt. 
Zur In-vivo-Depletion des Zytokins IFN-γ wurde während der αPD-1/αCTLA-4-Therapie der IFN-γ-
neutralisierende Antikörper XMG 1.2 gemäß dem abgebildeten Therapieschema (Abbildung 2.6A) 
gespritzt. Analog dazu wurde das Zytokin TNF in vivo depletiert.  
Mit dem MmTC-Antikörper (Kremmer et al. 1997), welcher an Thy-1.2 auf T-Zellen bindet, wurden in 
vivo alle T-Zellen depletiert. Den klinisch gesunden λ-MYC-Mäusen wurde parallel zur 
Kombinationsbehandlung mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern auch zwei Mal wöchentlich MmTC 
entsprechend dem abgebildeten Therapieschema (Abbildung 2.6B) injiziert. 
Die zusätzliche Gabe des polyklonalen Antikörpers αAsialo-GM1 (50 μg pro Maus) gemäß 
dargestelltem Therapieschema (Abbildung 2.6C) führte zu einer Depletion von NK-Zellen und einer 
Monozyten-Untergruppe. Um eine exklusive Depletion von NK-Zellen zu erreichen, wurde der 
Antikörper TM-β1 (100 μg pro Maus), der an CD122 auf NK-Zellen bindet, analog zur αAsialo-GM1-
Gabe eingesetzt. 
XMG 1.2, MmTC und TM-β1 wurden freundlicherweise von der Plattform „Monoklonale Antikörper“ 









Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der (A) Depletion der Zytokine IFN-γ oder TNF. (B) von T-Zellen mit 
MmTC und (C) von NK-Zellen mit αAsialo-GM1 oder αTM-β1-Antikörrpern während der Kombinationstherapie 
mit den Kontrollpunkt-Inhibitoren αPD-1 und αCTLA-4. 
Die Depletion der CD8+ und CD4+ T-Zellpopulationen durch MmTC (Abbildung 2.7A) und die NK-Zell-
Depletion durch αAsialo-GM1 (Abbildung 2.7B) in der Milz noch gesunder λ-MYC-Mäuse, die zuvor 
mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern behandelt worden waren, wurden am FACS kontrolliert. 
 
Abbildung 2.7: Nachweis für die erfolgreiche Depletion der jeweiligen Zeltpopulationen durch MmTC und 
αAsialo in der Milz klinisch gesunder λ-MYC-Mäuse nach αPD-1/αCTLA-4-Therapie. (A) Kontrolle der T-Zell-




 T-Zell-Anteile. (B) 
Repräsentative Abbildung der NK-Zell-Anteile zur Überprüfung der NK-Zell-Depletion durch αAsialo-GM1. 




2.2.15    Histologische Methoden 
Zur histologischen Untersuchung wurden Milzen und LK der zu untersuchenden Tiere entnommen, 
in Tissue Tek® O.C.T. ™ Compound eingebettet und auf Trockeneis an das durchführende Institut 
geschickt.  
Immunhistologische Versuche und Immunfluoreszenz-Färbungen wurden in enger Kooperation mit 
Prof. Dr. Martin Röcken, Dr. Heidi Braumüller, Ellen Brenner und Birgit Fehrenbacher von der 
Hautklinik der Universität Tübingen durchgeführt und ausgewertet. Die verwendeten AK und 
Reagenzien sind in Tabelle 11 aufgeführt. Histopathologische Untersuchungen und HE-Färbungen 
wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Leticia Quintanilla-Fend vom Institut für Pathologie in 
Tübingen analysiert. 
2.2.16    Statistische Auswertungen 
Für die statistischen Auswertungen der Daten wurde mit dem Programm GraphPad Prism 5 
gearbeitet. Das Signifikanzniveau wurde graphisch durch ein (p < 0,05), zwei (p < 0,01) bzw. drei 
Sternchen (P < 0,001) abgebildet. Nicht-signifikante Unterschiede wurden als „ns“ dargestellt oder 
nicht separat gekennzeichnet. 
Für die in den Experimenten erhobenen Daten wurde eine Normalverteilung angenommen. 
Statistische Ausreißer innerhalb einer Stichprobe wurden mithilfe des Ausreißertests nach Grubbs 
bestimmt. Zum Vergleich zweier unabhängiger Gruppen diente der ungepaarte Student´s t-Test, bei 
welchem die gleiche Varianz beider Gruppen vorausgesetzt wurde (F-Test). Durch die Welch-
Korrektur konnten signifikante Varianz-Unterschiede ausgeglichen werden. Wurden drei oder mehr 
Gruppen miteinander verglichen, wurde die zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit 
anschließender Bonferroni-Korrektur herangezogen. Zur Berechnung der Unterschiede zwischen 
Kaplan-Meier-Überlebenskurven aus den In-vivo-Versuchen diente der Log-Rank-Test. 





3    ERGEBNISSE 
3.1    EINSATZ VON IMMUN-KONTROLLPUNKT-INHIBITOREN IM MURINEN  
λ-MYC-LYMPHOMMODELL 
Wider Erwarten hatten frühere Arbeiten gezeigt, dass T-Zellen in λ-MYC-Tumoren einen aktivierten 
Phänotyp aufwiesen und die Fähigkeit zur IFN-γ-Produktion, Degranulation und In-vivo-Proliferation 
besaßen. Dennoch waren sie in ihrer Funktion eingeschränkt, da sie die Tumorprogression nicht 
verhindern konnten. Dies wurde zum einen auf eine Erschöpfung der T-Effektorzellen und zum 
anderen auf die Population der immunsupprimierenden CD4+Foxp3+ Treg zurückgeführt. Durch eine 
Doppelblockade der inhibitorischen Rezeptoren PD-1 und CTLA-4 mit monoklonalen Antikörpern 
(mAK) in vivo, wie sie auch bereits in der Klinik durchgeführt wird (Larkin et al. 2015), konnte jedoch 
eine signifikante Überlebenssteigerung beobachtet werden (Riedel 2013). Allgemein wird 
angenommen, dass eine langanhaltende Antitumor-Immunantwort nach Therapie mit Immun-
Kontrollpunkt-Inhibitoren durch die Wiederherstellung der T-Zell-Funktion ausgelöst wird (Turnis et 
al. 2015). Daher sollte zunächst die Funktion der T-Zellen untersucht werden. 
3.1.1    Vermehrte Expression der inhibitorischen Rezeptoren PD-1 und CTLA-4 auf 
intratumoralen T-Zellen 
Für die Regulierung der T-Zell-Rezeptor (TZR)-vermittelten Antwort spielen die Moleküle CTLA-4 und 
PD-1 eine wichtige Rolle und werden von T-Effektorzellen nach deren Aktivierung hochreguliert. Der 
inhibitorische Rezeptor CTLA-4 konkurriert mit dem kostimulatorischen Molekül CD28 um die 
Bindung an die CD80/CD86-Liganden auf Antigen-Präsentierenden Zellen (APZ), führt aber im 
Gegensatz zu CD28 zu einer Hemmung der T-Zell-Aktivierung. PD-1 ist ein weiterer Rezeptor, der T-
Zell-Antworten negativ reguliert. Er wird häufig als Resultat einer chronischen TZR-vermittelten 







Die Expression von CTLA-4 und PD-1 auf zytotoxischen CD8+ CTL, regulatorischen CD4+Foxp3+ Treg 
und CD4+ Foxp3- T-Effektorzellen wurde durchflusszytometrisch analysiert. Die drei T-Zell-
Populationen in λ-MYC-Tumoren wiesen im Vergleich zu wt-Mäusen eine signifikante Zunahme der 
inhibitorischen Rezeptoren CTLA-4 (Abbildung 3.1A und 3.1B) und PD-1 (Abbildung 3.1C und 3.1D) 
auf ihrer Oberfläche auf. Da Foxp3+ Treg-Zellen sowohl in wt- als auch in λ-MYC-Milzen wesentlich 
mehr CTLA-4 und PD-1 exprimierten als CD8+ CTL und Foxp3- Teff, soll ihre Rolle im λ-MYC-Modell in 
Abschnitt 3.4 genauer untersucht werden. 
 
Abbildung 3.1: Im Vergleich zu wt-T-Zellen erhöhte Expression der inhibitorischen Moleküle CTLA-4 und PD-1 
auf intratumoralen Milz-T-Zellen. Repräsentative Abbildungen der (A) CTLA-4- und (C) PD-1- Expression auf 
CD8
+








 Teff. Durchflusszytometrische Analyse der Expression mittels 



















3.1.2    Überlebensvorteil und verbesserte Morphologie der Lymphorgane nach In-vivo- 
Blockade von PD-1 und CTLA-4 
Da bereits für verschiedene Tumormodelle beschrieben wurde, dass die Hemmung inhibitorischer 
Signale zu einer Reaktivierung erschöpfter T-Zellen und zur Tumorregression beitragen kann, 
erschien die In-vivo-Blockade der auf intratumoralen T-Zellen hoch exprimierten PD-1- und CTLA-4-
Rezeptoren als eine vielversprechende Möglichkeit, das Tumorwachstum aufzuhalten. Riedel (2013) 
konnte zeigen, dass im λ-MYC-Modell die In-vivo-Blockierung nur eines inhibitorischen Rezeptors 
keine verbesserte Tumorkontrolle zur Folge hatte, während eine Kombinationstherapie aus αPD-1/ 
αCTLA-4-Antikörpern das Überleben der Mäusen signifikant steigerte. Aufbauend auf diesen 
Resultaten, wurden die In-vivo-Therapieversuche fortgeführt, um die Rolle der T-Zellen und 
Mechanismen der Tumorkontrolle genauer zu untersuchen. 
Für Überlebensversuche (Abschnitt 2.2.14) wurden klinisch gesunde λ-MYC-Mäuse ab ihrem 55. 
Lebenstag insgesamt viermal alle zehn Tage mit jeweils 100 µg αPD-1- und αCTLA-4-Antikörper 
behandelt (Abbildung 3.2A). Im Vergleich zu der untherapierten Kontrollgruppe zeigten λ-MYC-Tiere 
nach der αPD-1/αCTLA-4-Behandlung ein signifikant verbessertes Überleben (Abbildung 3.2B). In 
einigen der behandelten Mäuse wurde die Lymphomentwicklung sogar gänzlich unterdrückt, was in 
Anbetracht der hohen Aggressivität des λ-MYC-Tumors ein beeindruckendes Ergebnis darstellt. 
Um die Immunantwort in der Frühphase der Therapie zu untersuchen, wurden λ-MYC-Tiere nach 
zweimaliger αPD-1/αCTLA-4-Gabe geopfert, wenn sie noch keine Krankheitssymptome entwickelt 
hatten und mit unbehandelten Kontrolltieren gleichen Alters verglichen, die ebenfalls klinisch 
unauffällig waren. 
Kryopräparate aus λ-MYC-Milzen wurden histologisch mit einer Hämatoxylin-Eosin-(HE)-Färbung 
untersucht (Abbildung 3.2C). Die Tiere wurden in klinisch gesunde und bereits erkrankte Mäuse 
unterteilt, wobei in beiden Gruppen ein Teil unbehandelt war und der andere mit αPD-1/αCTLA-4-
Antikörpern therapiert worden war. λ-MYC-Mäuse, deren lymphatische Organe noch nicht 
vergrößert waren, wiesen unabhängig von der Behandlung vollkommen normale Milzen auf. λ-MYC-
Tiere hingegen, die bereits Tumoren entwickelt hatten, zeigten eine diffuse Infiltrierung von 
Tumorzellen, charakterisiert durch die Anwesenheit polymorpher, großer Nuclei. Die weiße Pulpa 
war in der kranken, unbehandelten λ-MYC-Maus gänzlich durch Tumorzellen ersetzt, während sie in 






Abbildung 3.2: Effekt der In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade auf das Überleben der λ-MYC-Mäuse und die 
Morphologie ihrer Milz. (A) Therapieschema. Für Überlebensversuche wurde, beginnend am 55. Lebenstag, 
klinisch unauffälligen λ-MYC-Mäusen alle 10 Tage eine Kombination aus jeweils 100 µg αPD-1 und αCTLA-4-
Antikörper insgesamt viermal i.p. injiziert. (B) Überleben der Mäuse dargestellt im Kaplan-Meier-Diagramm. 
Statistische Auswertung durch Log-Rank-Test. Verglichen mit der unbehandelten λ-MYC-Kontrollgruppe (n=25) 
zeigten Mäuse nach der αPD-1/αCTLA-4-Therapie (n=29) ein signifikant verbessertes Überleben. (C) 
Repräsentative Aufnahmen von HE-Färbungen der Milz aus λ-MYC-Mäusen mit oder ohne αPD-1/αCTLA-4-
Behandlung, die noch klinisch gesund oder bereits erkrankt waren. Durchführung der Histologie durch L. 
















3.1.3    Funktionsanalyse der T-Zellen nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade 
Nachdem gezeigt worden war, dass eine In-vivo-αPD-1/αCTLA-4-Therapie das Überleben der λ-MYC-
Mäuse verlängert hatte, sollte die Antitumor-Immunantwort in therapierten Mäusen auf zellulärer 
Ebene studiert werden.  
Um Aufschluss über die Funktion der T-Zellen nach der αPD-1/αCTLA-4-Behandlung und damit eine 
mögliche Erklärung für das verbesserte Überleben der Tiere nach Therapie zu bekommen, wurden 
Aktivierungszustand, proliferative Kapazität und Zytokinproduktion der intratumoralen T-Zellen aus 
Milzen therapierter Mäuse untersucht und mit unbehandelten Kontrollen verglichen (Abbildung 3.3). 
3.1.3.1    Aktivierung der CD4+Foxp3+ Treg,  CD4+Foxp3- Teff  und CD8+ CTL 
Der T-Zell-Aktivierungzustand in vivo wurde mithilfe des frühen Aktivierungsmarkers CD69 und des 
kostimulatorischen Rezeptors CD137 (4-1BB), welcher nach TZR-spezifischer Aktivierung auf der T-
Zell-Oberfläche hochreguliert wird, untersucht.  
In der durchflusszytometrischen Analyse von wt-Milzzellen wird deutlich, dass CD4+Foxp3+ Treg im 
Vergleich zu CD8+ CTL und CD4+ Foxp3- Teff die höchste CD69-Expression aufwiesen (Abbildung 
3.3A). Die Gesamtauswertung in Abbildung 3.3B zeigt, dass alle tumorinfiltrierenden T-Zellen 
signifikant mehr CD69 exprimierten als entsprechende T-Zell-Populationen in der wt-Milz. Verglich 
man klinisch gesunde, zweimalig αPD-1/αCTLA-4-therapierte λ-MYC-Mäuse mit unbehandelten 
Tieren gleichen Alters, wurde eine Zunahme des Aktivierungsmarkers CD69 nach Antikörper-Gabe 
beobachtet. Hatten die Tiere bereits Lymphome entwickelt, war die CD69-Expression in kranken, 
untherapierten λ-MYC-Mäusen hingegen höher als in viermalig αPD-1/αCTLA-4-behandelten 
Mäusen. 
Während CD8+ CTL und CD4+ Foxp3- Teff kaum CD137 auf wt-Milzzellen exprimierten, betrug der 
Anteil CD137-positiver CD4+Foxp3+ Treg ungefähr 10 % (Abbildung 3.3C). Die Darstellung aller 
Ergebnisse in Abbildung 3.3D lässt erkennen, dass der Anteil CD137-exprimierender Treg in λ-MYC-
Milzen sogar dreimal so hoch war wie in wt-Milzen und auch intratumorale CTL und Teff mehr 







Somit scheint innerhalb der tumorinfiltrierenden T-Zellen vor allem die Population der Foxp3+ Treg, 
aber auch ein geringer Teil der CD8+ und CD4+ T-Effektorzellen spezifisch über den TZR nach 
Erkennung eines bestimmten Tumorantigens aktiviert worden zu sein. Eine In-vivo-PD-1/CTLA-4-
Blockade in klinisch gesunden Mäusen hatte im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen keine 
Auswirkung auf die CD137-Expression. In erkrankten Mäusen hingegen sanken die CD137-Expression 
und damit der Anteil TZR-spezifisch aktivierter T-Zellen nach αPD-1/αCTLA-4-Therapie im Vergleich 
zu unbehandelten Kontrollen. 
 
Abbildung 3.3: Aktivierungszustand der T-Zellen in klinisch gesunden und kranken λ-MYC-Mäusen nach In-vivo-
αPD-1/αCTLA-4-Therapie im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen. Erfassung der Aktivierungs-Marker (A) 










 Teff, dargestellt am Beispiel von wt-
Splenozyten. Anteil (B) CD69- und (D) CD137-positiver T-Zellen in der Milz als Balkendiagramme 








3.1.3.2    Gesteigerte Produktion der immunstimulierenden Zytokine IFN-γ und TNF 
Neben NK-Zellen sind ausdifferenzierte und aktivierte CTL- und Th1-Effektorzellen die wichtigsten 
Produzenten von IFN-γ, schütten aber auch TNF aus. Da diese Zytokine essenziell für die Ausbildung 
einer Antitumor-Antwort sind, wurde die TNF- und IFN-γ-Produktion von CD8+ CTL, CD4+Foxp3+ Treg 
und CD4+Foxp3- Teff in Milzen von λ-MYC-Mäusen, die zuvor mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern 
therapiert worden waren, nach Ex-vivo-Stimulation mit PMA und Ionomycin gemessen. Durch 
Zugabe des  intrazellulären Proteintransport-Inhibitors Brefeldin A wurde die Zytokinausschüttung 
unterdrückt, wodurch die Zytokine in den T-Zellen verblieben und nach intrazellulärer Färbung 
(Abschnitt 2.2.4) mittels FACS analysiert werden konnten. 
Trotz der Erschöpfungszeichen in intratumoralen T-Zellen (Abschnitt 3.1.1) wird in Abbildung 3.4A 
deutlich, dass CD8+ CTL und insbesondere auch CD4+Foxp3- Teff aus kranken λ-MYC-Milzen im 
Vergleich zu wt-Splenozyten mehr IFN-γ- und TNF produzierten, während die Zytokinproduktion in 
Foxp3+ Treg unverändert niedrig blieb.  
Sowohl in klinisch gesunden als auch bereits erkrankten λ-MYC-Mäusen nahm nach αPD-1/αCTLA-4-
Therapie neben der Sekretion von IFN-γ (Abbildung 3.4B) und TNF (Abbildung 3.4C) auch die IFN-γ/ 
TNF-Koproduktion (Abbildung 3.4D) durch CD8+ CTL im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen zu. 
CD4+Foxp3- Teff aus Milzen klinisch unauffälliger Mäuse, die zuvor mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern 
behandelt worden waren, wiesen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen eine erhöhte IFN-γ-
Ausschüttung (Abbildung 3.4B) und IFN-γ/TNF-Koproduktion (Abbildung 3.4D) auf.  
In kranken Mäusen hingegen nahm die Zytokinproduktion (Abbildungen 3.4B-D) der Teff trotz     
αPD-1/αCTLA-4-Behandlung nicht zu. Lediglich bei CD4+Foxp3+ Treg hatte die αPD-1/αCTLA-4-






Abbildung 3.4: Gesteigerte IFN-γ- und TNF-Produktion in T-Zellen von λ-MYC-Mäusen nach αPD-1/αCTLA-4-
Therapie im Vergleich zu unbehandelten Tieren. Nach vierstündiger Ex-vivo-Stimulation bei 37 °C mit PMA und 
Ionomycin wurden die T-Zellen nach einer Oberflächen- und intrazellulären Färbung hinsichtlich ihrer 
Zytokinausschüttung durchflusszytometrisch untersucht. (A) Repräsentative Ergebnisse der Produktion von 










 Teff aus Milzen von wt- und kranken λ-MYC-
Mäusen. Quantitative Darstellung der Anteile (B) IFN-γ- und (C) TNF-produzierender sowie (D) IFN-γ/TNF-
koproduzierender CTL, Treg und Teff. Abgebildet als Mittelwerte ± SEM. Die Signifikanz wurde mittels 









3.1.3.3    Verbesserte In-vitro-Proliferation und erhöhte Absolutzahl von T-Zellen 
T-Zellen zeigten nach αPD-1/αCTLA-4-Therapie im Vergleich zu unbehandelten λ-MYC-Tieren eine 
Zunahme der T-Zell-Aktivierung (Abschnitt 3.1.3.1) und Produktion immunstimulierender Zytokine 
(Abschnitt 3.1.3.2), exprimierten gleichzeitig aber mehr CTLA-4 auf ihrer Oberfläche (Daten nicht 
gezeigt), welches als Erschöpfungsmarker gilt. Daher wurde die T-Zell-Funktion in Bezug auf die 
Restimulierbarkeit in vitro nach Inkubation mit immobilisierten αCD3/αCD28-Antikörpern gemessen. 
Diese Art der In-vitro-Stimulation spiegelt die natürliche T-Zell-Aktivierung über die Antigenbindung 
an den TZR wider. Dazu wurden Milzzellen mit Cell Proliferation Dye (CPD) markiert (Abschnitt 2.2.9) 
und in vitro mit αCD3/αCD28-Antikörpern sowie rIL-2 stimuliert (Abschnitt 2.2.10). Drei Tage später 
wurde anhand der CPD-Verdünnung die Proliferation der CD8+ CTL, CD4+Foxp3+ Treg und CD4+Foxp3- 
Teff durchflusszytometrisch bestimmt (Abbildung 3.5A). 
Riedel (2013) hatte gezeigt, dass T-Zellen durch die Zugabe von αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern in vitro 
stärker proliferierten als ohne Antikörper-Zusatz. Nun wurde untersucht, ob dies auch möglich war, 
wenn man Milzzellen aus zuvor mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern therapierten λ-MYC-Tieren in vitro 
stimulierte. Abbildung 3.5B zeigt die relative Proliferation der T-Zellen, die auf die jeweilige 
unstimulierte Kontrolle normiert wurde, welche den Proliferationsindex = 1 erhielt. Im Vergleich zu 
wt-Milzzellen, ließen sich T-Zellen aus erkrankten λ-MYC-Mäusen in vitro kaum zur Proliferation 
stimulieren. Nach Therapie mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern war die In-vitro-Proliferation der CD8+ 
und CD4+ T-Zellen aus klinisch gesunden λ-MYC-Mäusen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen 
tatsächlich erhöht. Erstaunlicherweise wurde gezeigt, dass selbst erschöpfte T-Zellen nach αPD-1/ 
αCTLA-4-Therapie der λ-MYC-Mäuse reaktiviert wurden und nach αCD3/αCD28-Stimulation in vitro 
stärker proliferierten als T-Zellen unbehandelter Kontrollen. 
Um zu überprüfen, ob sich die T-Zellproliferation in der absoluten Zellzahl der CD8+ CTL, CD4+Foxp3+ 
Treg und CD4+Foxp3- Teff in der Milz widerspiegelt, wurde die Zellzahl der gesamten Milz während 
der Zellaufarbeitung (Abschnitt 2.2.3) ermittelt und über den Anteil der einzelnen T-Zell-
Populationen die absolute Zellzahl berechnet. In Abbildung 3.5C ist zu sehen, dass in erkrankten λ-
MYC-Mäusen signifikant weniger CD8+ und CD4+ T-Zellen als in wt-Milzen gefunden wurden. Im 
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen wurden nach der αPD-1/αCTLA-4-Therapie von λ-MYC-Tieren 
in der Milz mehr CD8+ und CD4+ T-Zellen gezählt. Diese Ergebnisse waren somit in Einklang mit der 
zuvor beobachteten gesteigerten Proliferation nach αPD-1/αCTLA-4 Behandlung. Ebenso war die 
absolute T-Zellzahl auch in kranken λ-MYC-Mäusen nach αPD-1/αCTLA-4-Behandlung signifikant 
















 Teff aus λ-MYC-Mäusen, die zuvor mit αPD-1/ 
αCTLA-4-Antikörpern behandelt wurden, lassen sich im Vergleich zu unbehandelten Tieren in vitro besser 
stimulieren, was durch die Absolutzellzahl bestätigt wird. Klinisch gesunden oder bereits erkrankten λ-MYC-
Tieren wurde nach In-vivo-αPD-1/αCTLA-4-Therapie die Milz entnommen, die Splenozyten mit CPD markiert 
und für 72h mit immobilisierten αCD3/αCD28-Antikörpern sowie rIL-2 stimuliert. Kontrollen wurden ohne 
αCD3/αCD28-Stimulation inkubiert. (A) Analyse der CPD-Verdünnung mittels FACS. Repräsentative 
Histogramme, dargestellt am Beispiel von CD8
+
 CTL. (B) Die relative Proliferation der T-Zellen in der Milz wurde 
als Proliferationsindex dargestellt, der auf die unstimulierte Kontrolle (=1) normiert wurde. (C) Quantitative 
Analyse der absoluten T-Zellzahl in der Milz nach In-vivo-Therapie mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern im 
Vergleich zu unbehandelten λ-MYC-Mäusen. Abgebildet als Mittelwerte ± SEM. Signifikanzberechnung mithilfe 






3.2    MECHANISMEN DER TUMORSUPPRESSION DURCH DIE IN-VIVO-
THERAPIE MIT αPD-1/αCTLA-4-ANTIKÖRPERN 
In Abschnitt 3.1 wurde beschrieben, dass durch die In-vivo-αPD-1/αCTLA-4-Therapie in λ-MYC-
Mäusen nicht nur das Überleben signifikant verlängert wurde, sondern auch T-Zellen reaktiviert 
wurden.  Sie hatten nach der Therapie einen aktivierten Phänotyp, produzierten mehr IFN-γ und TNF 
und proliferierten in vitro stärker, was sich in der absoluten T-Zellzahl widerspiegelte. Die T-Zell-
Reaktivierung bietet eine Erklärung für das verzögerte Tumorwachstum bei den Ansprechern nach 
Doppelblockade von PD-1 und CTLA-4. Auch in der Klinik wurde bereits für verschiedene Tumoren 
eine verzögerte Tumorprogression nach Behandlung mit Kontrollpunkt-Inhibitoren beobachtet 
(Larkin et al. 2015; Topalian et al. 2014). Da die Behandlung mit Kontrollpunkt-Inhibitoren bei den 
wenigsten dieser Patienten zu einer Tumordestruktion, sondern eher zu einer stabilen Erkrankung 
führte (Schadendorf et al. 2015; Wolchok et al. 2013), scheinen neben der Tumoreliminierung durch 
zytotoxische T-Lymphozyten auch andere Mechanismen für die Tumorkontrolle durch 
Immuntherapien benötigt zu werden.  
Neben den T-Zellen wurden nun die Tumorzellen genauer untersucht. Der Anteil der CD19+ Zellen an 
lebenden Lymphozyten (Abbildung 3.6) war nach Therapie der λ-MYC-Mäuse mit PD-1/CTLA-4-
blockierenden Antikörpern im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen unverändert. Dies galt sowohl 
für klinisch gesunde als auch für bereits erkrankte λ-MYC-Tiere. 
 
Abbildung 3.6: Kein Einfluss auf den Anteil der lebenden CD19
+ 
B-Zellen in der Milz nach αPD-1/ αCTLA-4-
Behandlung im Vergleich zu untherapierten Kontrollen. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM. Signifikanzen 





T-Effektorzellen, die durch die In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade reaktiviert worden waren (Abschnitt 
3.1.3), hatten die Lymphomzellen demnach nicht zerstört. Daher stellte sich die Frage nach anderen 
Tumorkontroll-Mechanismen, die das verlängerte Überleben der Tiere begründeten. 
3.2.1    Untersuchung der Seneszenz nach PD1/CTLA-4-Inhibierung in vivo 
Die Seneszenz zählt zu den wichtigsten zellulären Abwehrmechanismen gegen Tumorzellen. Sie wird 
durch eine irreversible Zellzyklus-Arretierung bei gleichzeitigem Verlust der Proliferationsfähigkeit 
charakterisiert. In Anlehnung an die von Braumüller und Kollegen (2013) veröffentlichten Ergebnisse 
wurde die zelluläre Seneszenz als möglicher Mechanismus für die Hemmung der Tumorprogression 
durch die αPD-1/αCTLA-4-Therapie genauer untersucht. 
3.2.1.1    Mikroskopische und durchflusszytometrische Detektion der Onkogen-induzierten 
Seneszenz mittels SA-β-Galaktosidase-Aktivität 
Für die Induktion der Seneszenz wird die Aktivierung der wichtigsten anti-onkogenen Signalwege, 
nämlich der Tumorsuppressoren p53, p16 und Rb benötigt, welche in den meisten Tumoren 
inaktiviert sind. In der Literatur werden zwei Wege der Seneszenzinduktion, der  p53-p21-Rb- oder 
der p16-Rb-Signalweg, postuliert, welche - ausgelöst durch Stressfaktoren wie Onkogene oder DNA-
Schäden - eine irreversible Arretierung des Zellzyklus initiieren (Abschnitt 1.3.1). 
Zur Überprüfung dieses Mechanismus wurde in Vorversuchen die Seneszenz mithilfe der etablierten 
Methode der Seneszenz-Assoziierten (SA)-β-Galaktosidase-Aktivität gemessen. Da seneszente Zellen 
mehr β-Galaktosidase besitzen, spaltet dieses Enzym bereits bei pH 6, und nicht bei pH 4, 
Galaktosidase-Reste ab. Mit dem auf dieser Reaktion beruhenden Senescence β-Galactosidase 
Staining Kit (Abschnitt 2.2.6.1) wurden Milzzellen zunächst mit X-Gal, einem β-Galaktosidase-
Substrat, bei pH 6 inkubiert und die Substratumsetzung anhand der dadurch entstehenden blauen 
Färbung der Zellen mikroskopisch erfasst. Aufnahmen von Milz-Einzelzellsuspensionen (Abbildung 
3.7A) belegen, dass in wt-Milzzellen keine blauen und damit seneszenten Zellen vorkamen. In den 
Splenozyten kranker λ-MYC-Tiere hingegen wurden bei pH 6 die charakteristisch vergrößerten und 
durch SA-β-Galaktosidase-Aktivität deutlich blau gefärbten Zellen gefunden, die Ausdruck einer 





Da sich mikroskopisch (Abschnitt 2.2.6.1) seneszente Zellen nur unzureichend quantifizieren lassen 
und einzelne Zellpopulationen nicht unterschieden werden können, wurde die Seneszenz in einer 
Immunfluoreszenz-Färbung mithilfe des Seneszenzmarkers p16Ink4a (Abschnitt 2.2.6.2) ermittelt. 
Zwar konnten nun einzelne Zellpopulationen detektiert werden, aber auch hier blieb die 
Quantifizierung der seneszenten Zellen mittels Auszählen von Sichtfenstern subjektiv.  
Für eine exakte quantitative Analyse der zellulären Seneszenz und Ermittlung der Zellpopulationen 
wurde eine FACS-basierte Methode zur Ermittlung der SA-β-Galaktosidase-Aktivität (Abschnitt 
2.2.6.3) angewendet, welche über die Umsetzung ihres Substrates C12FDG (5-
Dodecanoylaminofluorescein-di-β-Galactopyranosid) mittels FACS gemessen wurde. Eine 
gleichzeitige Oberflächenfärbung ließ zudem eine Unterscheidung zwischen CD19+ B-Zellen sowie 
CD8+ und CD4+ T-Zellen zu. Die in Abbildung 3.7B dargestellte durchflusszytometrische Auswertung 
mittels C12FDG zeigt, dass CD8
+ CTL, CD4+ T-Zellen und CD19+ B-Zellen als seneszent definiert 
wurden, wenn neben dem C12FDG-Signal im FITC-Kanal auch die Seitwärts-Streuung (SSC-A) eine 
bestimmte Höhe erreichte. Die durch die Seitwärts-Streuung gemessene Granularität einer Zelle 
nimmt im seneszenten Zustand durch die Anhäufung von Lysosomen zu. Zur Festsetzung der Gates 
wurden stets die wt-Milzzellen benutzt. 
Wie bereits bei der mikroskopischen Analyse (Abbildung 3.7A) fand man auch mit der C12FDG-
Methode (Abbildung 3.7C) in wt-Splenozyten kaum seneszente Zellen, während der prozentuale 
Anteil seneszenter B- und T-Zellen in Milzen kranker λ-MYC-Tiere signifikant erhöht war. Die OIS war 
in Lymphom-B-Zellen mit Abstand am stärksten ausgeprägt, was durch die Ermittlung der absoluten 
Zellzahlen in der Milz bestätigt wurde. Während nur 0.2 - 0.5 x 106 T-Zellen in der kranken λ-MYC-















Abbildung 3.7: Mikroskopische und durchflusszytometrische Seneszenzdetektion mittels SA-β-Galaktosidase. 
(A) Exemplarische Aufnahme einer Milz-Einzelzellsuspension, die mithilfe des Senescence β-Galactosidase 
Staining Kits gefärbt wurde. Verglichen mit nicht seneszenten wt-Zellen waren seneszente Splenozyten kranker 
λ-MYC-Tiere durch die β-Galaktosidase-Aktivität bei pH 6 blau und vergrößert. (B) Repräsentative Darstellung 




 T-Zellen und CD19
+
 B-Zellen am Beispiel 
von wt-Milzzellen, mit denen die Gates bestimmt wurden. Zellen wurden als seneszent definiert, wenn sie eine 
bestimmte Seitwärts-Streuung (SSC-A) erreichten und das C12FDG-Signal im FITC-Kanal hoch war. (C) 
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3.2.1.2    Seneszenzinduktion in B-Zellen durch die In-vivo-αPD1/αCTLA-4-Therapie 
Neben der in Abschnitt 3.2.1.1 beobachteten OIS in kranken λ-MYC-Tieren sollte geprüft werden, ob 
die αPD-1/αCTLA-4-Therapie in Tumorzellen Seneszenz auslösen kann, da bereits für 
unterschiedliche Tumormodelle eine Therapie-induzierte Seneszenz (TIS) beobachtet wurde (Rader 
et al. 2013; Xue et al. 2007). Zur besseren Vergleichbarkeit und zum Ausschluss eines zu starken 
Einflusses der MYC-induzierten Seneszenz wurden klinisch gesunde λ-MYC-Tiere verwendet. 
Tatsächlich wurde in Lymphomzellen der Milz eine signifikante prozentuale Zunahme der Seneszenz 
nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade im Vergleich zu untherapierten Kontrollen gemessen. Dies wurde 
durch die Erfassung der absoluten Zellzahl der seneszenten B-Zellen bestätigt (Abbildung 3.8A). Die 
C12FDG-Methode erlaubt keine Parallelfärbung intrazellulärer Marker, da C12FDG sonst aus den 
Zellen austreten würde. Daher konnte die Proliferationsfähigkeit, die in seneszenten Zellen verloren 
geht (Abschnitt 1.3.1), nicht durch eine Ki-67-Gegenfärbung ermittelt werden. 
Eine Immunfluoreszenzfärbung (Abbildung 3.8B) mithilfe des intrazellulären Seneszenzmarkers 
p16Ink4a bestätigte eine  starke Zunahme der p16Ink4a-positiven Lymphomzellen in den LK von λ-MYC-
Tieren nach αPD-1/αCTLA-4-Behandlung im Vergleich zu untherapierten Kontrollen, während 
gleichzeitig die Ki-67-Expression abnahm. 
 





seneszenten B-Zellen αPD-1/αCTLA-4-Behandlung im Vergleich zu untherapierten Kontroll-
Milzen. (B) Exemplarische Immunfluoreszenz-Aufnahmen von klinisch gesunden λ-MYC-LK mit oder ohne   
αPD-1/αCTLA-4-Therapie und Detektion der B-Zell-Seneszenz mithilfe von p16
INK4a
 und Ki-67. Durchführung der 







3.2.1.3    In-vivo-Nachweis der Tumorsuppression durch die αPD1/αCTLA-4-induzierte Seneszenz 
mithilfe von p21KO / λ-MYC-Mäusen 
Seneszenz wird über den p53-p21-Rb oder den p16-Rb-Signalweg induziert (Abschnitt 1.3.1). 
Während der Tumorsuppressor p53 sowohl Apoptose als auch Seneszenz auslösen kann, sind p21 
und p16 wichtige Seneszenzmarker. Durch genetische Ausschaltung von p21 oder p16 lässt sich die 
Bedeutung der Seneszenzinduktion für den therapeutischen Effekt in vivo überprüfen. Dazu wurden 
p21-defiziente mit λ-MYC-Mäusen gekreuzt (Abschnitt 2.1.5). Die Kreuzung mit p16KO-Mäusen war 
keine Option, da p16-defiziente Mäuse in gleichen Zeitraum wie λ-MYC-Mäuse B-Zell-Lymphome 
entwickeln und die Ursache für die Tumorbildung somit uneindeutig wäre. In p21KO-Mäusen kommt 
es ebenfalls zur Lymphombildung, jedoch zu einem viel späteren Zeitpunkt, der sich nicht mit der 
MYC-induzierten Tumorbildung überschneidet. Sollte der therapeutische Erfolg der Kontrollpunkt-
Inhibitoren tatsächlich das Ergebnis einer Seneszenzinduktion in Tumorzellen sein, sollten p21KO/     
λ-MYC-Mäuse trotz der In-vivo-Therapie mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern (Abschnitt 2.2.14.1) kein 
verlängertes Überleben im Vergleich zu untherapierten, p21-defizienten λ-MYC-Mäusen zeigen.  
Nach viermaliger i.p. Gabe der αPD-1/αCTLA-4-Antikörper (Abbildung 3.9A) zeigten die therapierten 
p21-defizienten λ-MYC-Mäuse ein geringfügig, jedoch nicht signifikant verbessertes Überleben im 
Vergleich zu den unbehandelten p21KO/ λ-MYC-Mäusen (Abbildung 3.9B).  
Im Gegensatz zu p21-exprimierenden λ-MYC-Tieren wurden hier nach der Antikörper-Therapie 
jedoch keine Langzeitüberleber beobachtet. Die Ergebnisse stehen somit in Einklang mit den 
bisherigen Beobachtungen, dass die Seneszenzinduktion in B-Zellen für den Therapieerfolg durch 







Abbildung 3.9: Verminderte Wirksamkeit der In-vivo-αPD-1/αCTLA-4-Blockade in p21
KO
/ λ-MYC-Mäusen. (A) 
Applikationsschema. Klinisch gesunden p21
KO
/ λ-MYC-Mäusen wurden ab dem 55. Lebenstag alle 10 Tage 
insgesamt viermal je 100 µg PD-1- und CTLA-4-Antikörpern i.p. injiziert. (B) Überleben abgebildet im Kaplan-
Meier-Diagramm. Leichter Überlebensvorteil der αPD-1/αCTLA-4-therapierten p21
KO
/ λ-MYC-Mäuse (n=8) 
verglichen mit unbehandelten Kontrollen (n=9). Signifikanzbestimmung mittels Log-Rank-Test. 
3.2.2    Apoptoseinduktion in B-Zellen nach αPD1/αCTLA-4-Behandlung in vivo 
Neben der Seneszenz zählt auch die von Kerr, Wylie und Currie (1972) erstmals beschriebene 
Apoptose, der programmierte Zelltod, zu den primären Verteidigungsmechanismen der Zelle und 
wurde als weiterer Grund für den Therapieerfolg der Kontrollpunkt-Blockade analysiert. Apoptose 
wird durch eine Reihe extrinsischer und intrinsischer Signale ausgelöst, um unter anderem entartete 
Zellen zu entfernen und so die Tumorprogression zu hemmen (Abschnitt 1.3.2).  
Die durchflusszytometrische Analyse mittels Annexin V-Färbung ergab, dass trotz der  Beteiligung 
des Transkriptionsfaktors MYC an der Apoptose der Anteil apoptotischer B-Zellen in den Milzen 
kranker λ-MYC-Mäuse im Vergleich zu wt-Mäusen abnahm (Abbildung 3.10A).  
Verglichen mit unbehandelten Kontrollen wurde eine leicht gesteigerte Apoptose in B-Lymphozyten 
von λ-MYC-Mäusen nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade beobachtet (Abbildung 3.10B), die jedoch 







Abbildung 3.10: Erhöhter Anteil apoptotischer CD19
+
 B-Zellen in λ-MYC-Mäusen nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-





), CD19-positiver B-Zellen, dargestellt am Beispiel von Milzzellen aus wt- und kranken λ-




) B-Zellen in der Milz. 
Abgebildet als Mittelwert ± SEM. Die Signifikanz wurde unter Verwendung des Student’s t-Testes berechnet. 
 
3.2.3    In-vitro-Seneszenzinduktion in 291-Lymphomzellen mit IFN-γ und TNF 
Zum einen ist bekannt, dass in Tumorzellen durch IFN-γ und TNF Seneszenz induziert wird 
(Braumüller et al. 2013) und zum anderen wurde in Abschnitt 3.1.3.2 eine erhöhte IFN-γ- und TNF-
Produktion von T-Zellen in λ-MYC-Mäusen nach In-vivo-αPD-1/αCTLA-4-Therapie beobachtet.  
Um zu klären, ob es sich um einen direkten Effekt von IFN-γ und TNF auf die Tumorzellen handelt, 
wurden aus kranken λ-MYC-Mäusen generierte, autologe Lymphomzellen (Zelllinie 291) in vitro mit 
rIFN-γ und rTNF behandelt (Abschnitt 2.2.7) und die Seneszenz anschließend mittels C12FDG-
Methode (Abschnitt 2.2.6.3) detektiert. Bei einer Zugabe von 0.1 ng rIFN-γ und 0.01 ng rTNF wurde 
eine signifikante Zunahme seneszenter 291-Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle 
gemessen (Abbildung 3.11). 
 
Abbildung 3.11: In-vitro-Seneszenzinduktion in 291-Lymphom-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit einer 
variierenden Kombination aus murinem rIFN-γ und rTNF im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Detektion 
der Seneszenz mittels C12FDG mittels FACS. Abgebildet sind die Mittelwerte ± SEM. Berechnung der Signifikanz 





3.3    ABHÄNGIGKEIT DER αPD-1/αCTLA-4-INDUZIERTEN 
TUMORKONTROLLE VON ZYTOKINEN 
In Abschnitt 3.2 wurde dargelegt, dass trotz In-vivo-αPD-1/αCTLA-4-Therapie der Anteil der 
Lymphomzellen unverändert blieb und somit eine Zerstörung der Tumorzellen durch reaktivierte T-
Zellen ausgeschlossen werden konnte. Daher wurden neben der T-Zell-Reaktivierung andere 
potenzielle Mechanismen untersucht, die die verzögerte Tumorbildung nach αPD-1/αCTLA-4-
Behandlung erklärten. In den Lymphomzellen wurde nach Antikörper-Therapie mithilfe der SSC-A/ 
C12FDG- oder p16
Ink4a- Expression eine signifikante Induktion der Seneszenz gemessen, welche ein 
wichtiger Mechanismus zur Hemmung der Tumorbildung ist. In vitro konnte die Seneszenz in 291-
Lymphomzellen zudem durch Zugabe von rIFN-γ und rTNF induziert werden. Damit konnte gezeigt 
werden, dass Immun-Kontrollpunkt-Inhibitoren Seneszenz in Lymphomzellen induzieren können und 
dass IFN-γ und TNF dabei eine Rolle spielen. 
3.3.1    Effekte der IFN-γ-Neutralisierung in vivo mittels XMG1.2 auf die Therapie mit   
αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern 
Da T-Zellen vor allem eine gesteigerte IFN-γ-Produktion zeigten (Abschnitt 3.1.3.2), wurde zunächst 
die Rolle von IFN-γ für die verbesserte Tumorkontrolle nach αPD-1/αCTLA-4-Therapie analysiert. 
3.3.1.1    Sinkende Tumorkontrolle durch IFN-γ-Depletion 
Um die Bedeutung von IFN-γ für das verbesserte Überleben der λ-MYC-Mäuse nach αPD-1/αCTLA-4-
Therapie zu untersuchen, wurde klinisch gesunden λ-MYC-Tieren in vivo der IFN-γ-neutralisierende 
Antikörper XMG1.2 zusätzlich zur Kontrollpunkt-Blockade gemäß Schema (Abbildung 3.12A) 
appliziert. Wie erwartet, hatte XMG1.2 negative Auswirkungen auf die Tumorkontrolle der λ-MYC-
Mäuse nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade (Abbildung 3.12B). Im Vergleich zu Tieren, die nur mit 
αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern behandelt wurden, hatten Tiere nach einer zusätzlichen IFN-γ-Depletion 
ein signifikant verkürztes Überleben und erkrankten im gleichen Alter wie gänzlich unbehandelte 
Kontrollen. Dies war ein direkter Beweis für die Notwendigkeit von IFN-γ für die Lymphomkontrolle 






Abbildung 3.12: Notwendigkeit von IFN-γ für die verbesserte Tumorkontrolle durch die In-vivo-αPD-1/αCTLA-
4-Therapie in λ-MYC-Mäusen. (A) Depletionsschema. Klinisch gesunden λ-MYC-Mäusen wurde während der 
αPD-1/αCTLA-4-Therapie der IFN-γ-neutralisierende Antikörper XMG1.2 i.p. gespritzt. Die Erstinjektion von 
500μg XMG1.2 erfolgte 24 h vor der ersten αPD-1/αCTLA-4-Gabe. Anschließend erhielten die Mäuse 5 h vor 
der αPD-1/αCTLA-4-Injektion 300 μg XMG1.2. Nach Tag 85 bekamen die Tiere in zehntägigem Abstand 150 μg 
XMG1.2. (B) Überleben der Mäuse dargestellt im Kaplan-Meier-Diagramm. Verglichen mit der αPD-1/αCTLA-4-
behandelten Gruppe (n=29), zeigten λ-MYC-Mäuse, die zusätzlich mit XMG1.2 behandelt wurden (n=13), ein 
signifikant reduziertes Überleben, welches ähnlich dem der unbehandelten λ-MYC-Kontrollgruppe (n=25) war. 
Die Signifikanz wurde mithilfe des Log-Rank-Testes berechnet. 
3.3.1.2    Verminderte B-Zell-Seneszenz durch XMG1.2 
Eine durchflusszytometrische Analyse der Milzzellen klinisch gesunder λ-MYC-Mäuse ergab, dass der 
Anteil seneszenter SSC-A+C12FDG+ B-Zellen, der zuvor durch die αPD-1/αCTLA-4-Therapie erhöht 
worden war, durch XMG1.2 auf den Wert der unbehandelten Tiere sank (Abbildung 3.13). 
 
Abbildung 3.13: Notwendigkeit von IFN-γ für die verbesserte Tumorkontrolle durch die In-vivo-αPD-1/αCTLA-




seneszenten Milz-B-Zellen nach Therapie 
mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern und XMG1.2 im Vergleich zu Tieren, die nur mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern 
oder gar nicht behandelt wurden. Ergebnisse abgebildet als Mittelwerte ± SEM. Die Signifikanz wurde mithilfe 






3.3.1.3    Abnehmende Apoptose in B-Zellen nach IFN-γ-Neutralisierung 
Nachdem im vorherigen Abschnitt die IFN-γ-abhängige Seneszenzinduktion in Lymphomzellen durch 
Kontrollpunkt-Inhibitoren gezeigt wurde, sollte nun der Effekt von XMG1.2 auf die B-Zell-Apoptose 
analysiert werden. Die geringfügige Apoptoseinduktion in B-Zellen durch die In-vivo-PD-1/CTLA-4-
Blockade im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen, wurde durch eine zusätzliche IFN-γ-Depletion 
wieder rückgängig gemacht (Abbildung 3.14). Damit scheint die αPD-1/αCTLA-4-induzierte Apoptose 
ebenfalls IFN-γ-abhängig zu sein, wenn auch nicht so deutlich wie die Seneszenzinduktion. 
 




) B-Lymphozyten in der 
Milz klinisch gesunder λ-MYC-Tiere nach i.p. Injektion von  αPD-1/αCTLA-4- und XMG1.2-Antikörpern 
verglichen mit αPD-1/αCTLA-4-therapierten oder unbehandelten λ-MYC-Tieren. Darstellung der Ergebnisse als 
Mittelwert ± SEM. Signifikanzberechnung mithilfe des Student’s t-Testes. 
3.3.1.4    Reduzierte T-Zellzahl nach XMG1.2-Gabe 
Durch die In-vivo-αPD-1/αCTLA-4-Therapie von λ-MYC-Tieren wurde eine Reaktivierung der T-Zellen 
erreicht, deren absolute Zellzahl und IFN-γ-Produktion signifikant stieg (Abschnitt 3.1.3). Durch die 
IFN-γ-Neutralisierung während der PD-1/CTLA-4-Blockade in klinisch gesunden λ-MYC-Mäusen 
nahmen die absoluten Zahlen der CD8+ und CD4+ T-Zellen in der Milz im Vergleich zu Kontrollen, die 
nur mit αPD-1/αCTLA-4 therapiert wurden, jedoch wieder ab (Abbildung 3.15). Innerhalb der 
Population der CD4+ T-Zellen spielten die Foxp3+ Treg mit einer unveränderten Zellzahl keine Rolle 










T-Absolutzellzahlen nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade und   
IFN-γ-Depletion mit XMG1.2 verglichen mit Milz-T-Zellzahlen klinisch gesunder λ-MYC-Tiere, die nur αPD-1/ 
αCTLA-4-Antikörper erhalten hatten. Darstellung der Mittelwerte ± SEM. Signifikanz mittels Student’s t-Test 
ermittelt. 
3.3.2    Verringerte Tumorsuppression und B-Zell-Seneszenz durch TNF-Depletion 
Nach αPD-1/αCTLA-4-Behandlung von λ-MYC-Tieren schütteten T-Effektorzellen neben IFN-γ auch 
mehr TNF aus (Abschnitt 3.1.3.2), und in vitro ließ sich mit rIFN-γ und rTNF in 291-Lymphomzellen 
Seneszenz induzieren (Abschnitt 3.2.3). Da das T-Zell-Zytokin TNF neben IFN-γ wichtig für eine 
Antitumor-Antwort ist und die Rolle von IFN-γ für die Tumorkontrolle in λ-MYC-Tieren schon in 
Abschnitt 3.3.1 analysiert wurde, sollte nun die Abhängigkeit des Therapieerfolges von TNF in vivo 
untersucht werden.  
Dazu wurden λ-MYC-Tiere neben der αPD-1/αCTLA-4-Therapie gemäß Depletionsschema (Abbildung 
3.16A) zusätzlich mit einem TNF-depletierenden Antikörper behandelt.  
Wie bereits die In-vivo-IFN-γ-Neutralisierung (Abschnitt 3.3.1), hatte auch die TNF-Depletion eine 
verminderte Tumorkontrolle zur Folge. λ-MYC-Tiere, die parallel zur Kontrollpunkt-Blockade mit 
αTNF-Antikörper behandelt wurden (Abbildung 3.16B), starben signifikant früher als nur αPD-1/ 
αCTLA-4-therapierte Mäuse und erkrankten damit ähnlich früh wie unbehandelte Kontrollen, womit 
die Notwendigkeit von TNF für die Tumorkontrolle durch αPD-1/αCTLA-4-Behandlung in λ-MYC-
Tieren bewiesen wurde. 
Im Vergleich zu nur αPD-1/αCTLA-4-therapierten kranken λ-MYC-Mäusen wurde in zusätzlich TNF-
depletierten Tieren eine Abnahme seneszenter SSC-A+C12FDG







Abbildung 3.16: Effekt von TNF auf die Tumorkontrolle in λ-MYC-Mäusen nach αPD-1/αCTLA-4-Therapie in 
vivo. (A) Injektionsschema. Klinisch gesunden Tieren wurde während der αPD-1/αCTLA-4-Behandlung ein TNF-
depletierender Antikörper i.p. gespritzt. Die Erstinjektion von 500 μg αTNF erfolgte 24 h vor der ersten αPD-
1/αCTLA-4-Gabe. Danach erhielten die Mäuse 5 h vor jeder αPD-1/αCTLA-4-Injektion 300 μg TNF-Antikörper. 
Nach Tag 85 wurde in zehntägigen Abständen 150 μg αTNF-Antikörper gespritzt. (B) Überleben der Mäuse 
dargestellt im Kaplan-Meier-Diagramm. Im Vergleich zur αPD-1/αCTLA-4-therapierten Gruppe (n=29) zeigten 
λ-MYC-Mäuse mit zusätzlicher αTNF-Behandlung (n=7) ein signifikant reduziertes Überleben, welches sich dem 
Überleben der unbehandelten Kontrollgruppe (n=25) annäherte. Die Signifikanz wurde mithilfe des Log-Rank-




seneszenter B-Zellen nach αPD-1/αCTLA-4-Gabe und gleichzeitiger 
TNF-Depletion im Vergleich zur Therapie ohne TNF-Depletion. Abgebildet als Mittelwerte ± SEM. Signifikanz 
ermittelt mithilfe des Student’s t-Testes. 
Diese Resultate zeigen, dass in λ-MYC-Mäusen der Therapieerfolg nach αPD-1/αCTLA-4-Behandlung 
und auch die αPD-1/αCTLA-4-induzierte B-Zell-Seneszenz TNF-abhängig war, da sie wie auch die 
Tumorkontrolle nach TNF-Neutralisierung wieder zurückging, wenn auch nicht so deutlich wie nach 
der IFN-γ-Depletion in vivo (Abschnitt 3.3.1.1).  
Für die Bereitstellung von TNF und IFN-γ werden neben T-Zellen auch NK-Zellen benötigt. Daher 
wurde im Folgenden der direkte Einfluss der T-Zell- und NK-Zell-Population auf die 
Tumorsuppression nach αPD-1/αCTLA-4-Therapie in vivo untersucht. 
3.3.3    Keine Beeinträchtigung der Tumorkontrolle durch T-Zell-Depletion mittels MmTC 
Wie in Abschnitt 3.1.3 gezeigt wurde, wiesen intratumorale T-Zellen im λ-MYC-Modell auch im 
fortgeschrittenen Krankheitsstadium einen aktivierten Phänotyp auf und konnten - im Gegensatz zu 





zu untersuchen, hatte Riedel (2013) den Effekt einer T-Zell-Depletion mithilfe des Antikörpers MmTC 
in vivo untersucht und überraschenderweise festgestellt, dass λ-MYC-Tiere ohne T-Zellen kein 
verringertes Überleben im Vergleich zu unbehandelten Mäusen hatten. T-Zellen waren demnach im 
λ-MYC-Modell für die Tumorkontrolle nicht essenziell. Doch die T-Zell-Reaktivierung nach In-vivo- 
PD-1/CTLA-4-Blockade und die daraus resultierende erhöhte Proliferation, Aktivierung und 
Zytokinproduktion (Abschnitt 3.1.3) sowie die Notwendigkeit von IFN-γ und TNF für den Erfolg der 
αPD-1/αCTLA-4-Behandlung (Abschnitt 3.3.1 und 3.3.2) deuteten auf eine wichtige Rolle der T-Zellen 
für die Tumorkontrolle in αPD-1/αCTLA-4-behandelten λ-MYC-Mäusen.  
Um deren Bedeutung zu untersuchen, erhielten die λ-MYC-Tiere daher neben der viermaligen            
αPD-1/αCTLA-4-Gabe gemäß Injektionsschema (Abbildung 3.17A) zusätzlich bis zu ihrer Erkrankung 
zweimal wöchentlich den pan-T-Zell-depletierenden Antikörper MmTC (Abschnitt 2.2..2). Obwohl 
der Unterschied im Überleben zwischen den T-Zell-depletierten Mäusen und Tieren, die nur die  
αPD-1/αCTLA-4-Therapie erhalten hatten, nicht signifikant war (Abbildung 3.17B), fiel auf, dass es 
nach T-Zell-Depletion keine Langzeitüberleber gab. 
Demnach beeinflussten CD8+ und CD4+ T-Zellen trotz ihrer Funktion als IFN-γ- und TNF-Produzenten 
das Überleben der behandelten Tiere nicht, schienen jedoch eine Rolle für das Langzeitüberleben 
nach Kontrollpunkt-Inhibierung zu spielen. 
 
Abbildung 3.17: Einfluss einer T-Zell-Depletion mit MmTC auf das Überleben der λ-MYC-Mäuse nach In-vivo-
αPD-1/αCTLA-4-Therapie. (A) Schematische Darstellung der Antikörper-Injektionen. Klinisch gesunden λ-MYC-
Mäusen wurde während der αPD-1/αCTLA-4-Therapie der T-Zell-depletierende Antikörper MmTC i.p. gespritzt. 
Die Erstdosis von 1000 μg MmTC i.p. erfolgte 24 h vor der ersten Injektion der αPD-1/αCTLA-4-Antikörper. 
Danach erhielten die Mäuse bis zu ihrer Erkrankung zweimal wöchentlich 400 μg MmTC. (B) Überleben der 
Mäuse abgebildet im Kaplan-Meier-Diagramm. Im Vergleich zur αPD-1/αCTLA-4-therapierten Gruppe (n=29) 
zeigten zusätzlich mit MmTC behandelte λ-MYC-Mäuse (n=10), keinen signifikanten Unterschied im Überleben. 





3.3.4   Einfluss der NK-Zellen auf die Tumorkontrolle durch In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade 
Da T-Zellen als wichtige IFN-γ-Quelle für den Therapieerfolg durch die αPD-1/αCTLA-4-Behandlung 
ausgeschlossen wurden (Abschnitt 3.3.3), wurde die Bedeutung der NK-Zellen, von denen bekannt 
ist, dass sie die wichtigste IFN-γ-Quelle sind, untersucht. In früheren Arbeiten wurde gezeigt, dass 
intratumorale NK-Zellen im frühen Krankheitsstadium noch funktional waren und eine effektive Αnti-
Tumorantwort ausführen konnten. Die Notwendigkeit der NK-Zellen für eine erfolgreiche 
Tumorbekämpfung wurde in verschiedenen Modellen nachgewiesen (Adam et al. 2005; Brenner et 
al. 2010; Pötzl et al. 2017). 
Um in vivo die Rolle der NK-Zellen auf die verbesserte Tumorkontrolle in λ-MYC-Tieren nach αPD-1/ 
αCTLA-4-Therapie zu analysieren, wurde den Tieren zur NK-Zell-Depletion (Abschnitt 2.2.14.2) 
zusätzlich der polyklonale Antikörper αAsialo-GM1 gemäß Behandlungsschema (Abbildung 3.18A) 
appliziert. Neben NK-Zellen kann αAsialo-GM1 auch einen Teil der Monozyten depletieren. Um einen 
Effekt der Monozyten-Depletion auf die Tumorkontrolle auszuschließen, wurde zur exklusiven NK-
Zell-Depletion der Antikörper TM-β1, der an CD122 auf der NK-Zell-Oberfläche bindet, analog zur 
αAsialo-GM1-Applikation eingesetzt (Abbildung 3.18C). 
Verglichen mit der λ-MYC-Gruppe, die nur mit den Kontrollpunkt-Inhibitoren behandelt wurde, 
reduzierte die zusätzliche NK-Zell-Depletion sowohl durch αAsialo-GM1- (Abbildung 3.18B) als auch 
durch TM-β1-Gabe (Abbildung 3.18D) das Überleben, wenn auch nicht signifikant. Im Gegensatz zu 
der Neutralisierung von IFN-γ oder TNF (Abschnitt 3.3.1 und 3.3.2), kam es durch die NK-Zell-







Abbildung 3.18: Effekt der NK-Zell-Depletion mit αAsialo-GM1 oder TM-β1 auf die Tumorkontrolle in λ-MYC-
Mäusen nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade. (A) / (C) Depletionsschema. Klinisch unauffälligen λ-MYC-Mäusen 
wurde 24 h vor der αPD-1/αCTLA-4-Therapie αAsialo-GM1 (50 μg) oder TM-β1 (100 μg) i.p. appliziert. Ab Tag 
85 bekamen die Mäuse in zehntägigen Abständen 50 μg αAsialo-GM1 oder 100 μg TM-β1. (B) / (D) Überleben 
der Mäuse gezeigt im Kaplan-Meier-Diagramm. Im Vergleich zur αPD-1/αCTLA-4-therapierten Gruppe (n=29) 
entwickelten λ-MYC-Mäuse, die zusätzlich mit αAsialo-GM1 (n=10) oder TM-β1 (n=7) behandelt wurden, 
früher Lymphome und näherten sich damit der Überlebenskurve der unbehandelten λ-MYC-Kontrollgruppe 
(n=25) an. Signifikanzermittlung mithilfe des Log-Rank-Testes. 
Die Depletionsversuche in Abschnitt 3.3 belegten die Abhängigkeit der αPD-1/αCTLA-4-vermittelten 
Tumorsuppression von IFN-γ. Dabei scheinen NK-Zellen, deren IFN-γ-Produktion durch die 
Kontrollpunkt-Blockade signifikant zunahm (Fauser, persönliche Mitteilung), für die Bereitstellung 
von IFN-γ auszureichen. Durch die Depletion von CD8+ und CD4+ T-Effektorzellen wurde jedoch das 
Langzeitüberleben der Mäuse aufgehoben. Dies könnte ein Hinweis sein, dass T-Zellen nicht als    
IFN-γ-Produzenten und für die Seneszenzinduktion, sondern für die komplette Eradikation der 






3.4    DIE ROLLE DER REGULATORISCHEN T-ZELLEN IM λ-MYC-MODELL 
Es ist bekannt, dass nach In-vivo-T-Zell-Stimulation insbesondere die CD4+Foxp3+ Treg CTLA-4 
hochregulieren (Abbildung 3.1B; Deppisch 2015). Um deren Rolle bei der αPD-1/αCTLA-4-
vermittelten Tumorsuppression zu untersuchen, wurden die Treg zunächst hinsichtlich ihrer 
Funktionen und Eigenschaften im λ-MYC-Lymphommodell analysiert. 
3.4.1    Suppressive Kapazität der CD4+Foxp3+ Treg im In-vitro-Versuch 
Zur funktionellen Charakterisierung der CD4+Foxp3+ Treg wurde deren suppressives Potenzial in 
einem In-vitro-Suppressions-Test untersucht, da bereits gezeigt wurde, dass mit steigendem Anteil 
der Treg deren supprimierender Effekt auf die Proliferation der Teff zunimmt (Collison & Vignali 
2011; Koch et al. 2012; Okoye et al. 2014;  Scurr et al. 2014).  
Für das λ-MYC-Lymphom-Modell wurde in einem standardisierten In-vitro-Suppressions-Versuch der 
Einfluss von CD4+Foxp3+ Treg auf die Proliferationsfähigkeit der CD4+Foxp3- Teff untersucht. Dazu 
wurden zunächst CD4+CD25- Teff (Foxp3-Expression < 5 %) mittels EasySep® Magnetseparation 
(Abschnitt 2.2.11.1)  aus wt-Milzen und -LK isoliert, mit Cell Proliferation Dye (CPD) (Abschnitt 2.2.9) 
markiert und diese CD4+CD25-CPD+ Teff als Responder-Zellen verwendet. Gleichzeitig wurden mit 
derselben Methode CD4+CD25+ Treg aus Milz- und LK-Zellen von wt- oder λ-MYC-Tieren gewonnen, 
welche als Suppressor-Zellen fungierten und mit den Teff in den Verhältnissen 10 : 1, 2 : 1, 1 : 1,        
1 : 2, 1 : 10 kokultiviert wurden. Pro Vertiefung einer 96-Loch-Platte wurde immer eine Gesamtzahl 
von 1 x 105 CD4+ T-Zellen gegeben. Als Kontrolle dienten CD4+CD25- Responder-Zellen, die ohne 
Treg-Zugabe (Verhältnis 0 : 1) ebenfalls für 72 h mit αCD3/αCD28-Antikörpern und rIL-2 kultiviert 
wurden (Abbildung 3.19A). 
Eine alleinige Färbung des Oberflächenmarkers CD25 lässt eine exakte Bestimmung von Treg nicht 
zu, da auch aktivierte Teff CD25 exprimieren. Durch die durchflusszytometrische Analyse des Treg-
spezifischen Markers Foxp3 nach der dreitägigen Inkubation wurden die an Tag 0 eingesetzten 








Die Proliferation der Teff wurde mittels FACS anhand der Verdünnung des Proliferationsfarbstoffes 
CPD analysiert, dessen Fluoreszenzintensität mit jeder Zellteilung abnahm (Abbildung 3.19C oben). 
Wie in Abbildung 3.19C (unten) in den Histogrammen zu sehen ist, konnten so bis zu vier 
Zellteilungen dargestellt werden. Dabei wurde deutlich, dass die Teff-Proliferation abhängig vom 
Anteil der Treg in der Kultur variierte und ein steigender Treg-Anteil eine reduzierte Teff-
Proliferation zur Folge hatte.  
Die Ergebnisse aller Versuche sind in Abbildung 3.19D zusammengefasst. Um die einzelnen Versuche 
besser vergleichen zu können, wurde die Teff-Proliferation normiert. Als Bezugsgröße diente die 
Teff-Proliferation (100 %) in einer Kultur ohne Treg (Verhältnis 0 : 1). Die Suppression wurde 
berechnet als Differenz zwischen dem Anteil der normierten, proliferierenden Zellen und 100 %.  
Die suppressive Fähigkeit der Treg schien unabhängig von ihrer Herkunft zu sein, da Treg aus wt- 
oder kranken λ-MYC-Mäusen auf Einzelzell-Ebene eine vergleichbare hemmende Wirkung hatten 
(nicht abgebildet). 
In Abschnitt 1.3.3 wurde gezeigt, dass die absolute Treg-Zahl in kranken λ-MYC-Mäusen nicht so 
stark abnahm wie die absolute Teff-Zahl (Abbildung 3.5C), was zu einem erhöhten Treg-Anteil im 
Tumor führte. Auf Einzelzellebene zeigten Treg aus kranken λ-MYC-Mäusen im Vergleich zu wt-Treg 
keine erhöhte suppressive Kapazität (Daten nicht gezeigt). Wenn aber der Treg-Anteil an den 
intratumoralen CD4+ T-Zellen in λ-MYC-Tieren erhöht ist, dann könnte alleine dadurch eine 
















Abbildung 3.19: Dosisabhängige Inhibierung der Teff-Proliferation durch Treg im In-vitro-Suppressions-




 Treg  erfolgte aus 




 Teff aus wt-Mäusen gewonnen und mit Cell Proliferation Dye 




T-Zellen mit variierenden 
Treg/Teff-Verhältnissen eingesetzt und die Kultur für 72 h mit αCD3/αCD28-Antikörpern und IL-2 stimuliert. (B) 
Exemplarische Darstellung der Anteile an Foxp3
-
 Teff und Foxp3
+
 Treg nach 72 h in der Kokultur mittels FACS, 
nachdem zuvor die lebenden CD4
+
 T-Zellen eingegrenzt worden waren. (C) Durchflusszytometrische Erfassung 
der Teff-Proliferation in der Kokultur mit Treg für die angegebenen Verhältnisse nach mindestens einer 
durchlaufenen Zellteilung. Graphische Darstellung des CPD-Verlustes in proliferierenden Teff in den jeweiligen 
Histogrammen mit dem prozentualen Anteil proliferierender Teff oben links. Repräsentative Daten aus bis zu 
sieben Versuchen. (D) Mit zunehmendem Treg-Anteil in der Kultur wurde die Teff-Proliferation stärker 
inhibiert. Nach Normierung der Teff-Proliferation in der Kultur auf die Teff-Proliferation ohne Treg-Zugabe 
(100%) wurde die Suppression wie folgt berechnet: 100% - normierte Teff-Proliferation. Ergebnisse als 





3.4.2    IL-10 und CTLA-4 im immunsupprimierenden Tumormilieu 
Der Anteil der Foxp3+ Treg an den CD4+ T-Zellen ist im λ-MYC-Tumor stark erhöht (Abschnitt 3.4.1). 
Treg können einerseits durch die erhöhte Expression des gegenregulatorischen Moleküls CTLA-4 
(Tanaka & Sakaguchi 2017) und andererseits durch die verstärkte Produktion des 
immuninhibierenden Zytokins IL-10 (Riedel 2013; Ng et al. 2013) eine effektive Immunantwort 
erschweren. 
Die Untersuchung dieser beiden suppressiven Merkmale am Durchflusszytometer ergab, dass 
CD4+Foxp3+ Treg aus λ-MYC-Milzen mehr IL-10 produzierten als Treg aus wt-Milzen (Abbildung 
3.20A). In der Population der CTLA-4+ Treg ist ein größerer Anteil IL-10-produzierender Zellen als in 
der Gruppe der CTLA-4-negativen Treg (Abbildung 3.20B).   
Folglich könnten intratumorale Treg mit einer besonders hohen CTLA-4-Expression, welche auf eine 
verstärkte suppressive Aktivität deutet, die Αntitumor-Antwort der T-Effektorzellen durch ihre 
gesteigerte IL-10-Produktion noch effektiver beeinträchtigen. 
 




 Treg im Vergleich zu    
CTLA-4-negativen Treg in Milz- und LK-Zellen von wt- und kranken λ-MYC-Mäusen. (A) Repräsentative 
Darstellung der IL-10/CTLA-4-Koexpression in Treg. Ex-vivo-Stimulation der Zellen mit PMA und Ionomycin bei 
37°C für 4 h und FACS-Analyse nach einer CTLA-4-Oberflächen-Färbung und intrazellulären Färbung von IL-10. 
(B) Anteil IL-10-produzierender Treg, die CTLA-4 exprimieren im Vergleich zu CTLA-4-negativen Treg. 
















3.4.3    Bedeutung von Helios+ nTreg und Helios- iTreg 
In der Treg-Population unterscheidet man grundsätzlich die „natürlichen“ nTreg, die im Thymus 
während der Selektion gegen Selbst-Antigene entstehen, und die iTreg, die peripher nach Erkennung 
körperfremder Antigene aus naiven CD4+Foxp3- Teff induziert werden. Es wird angenommen, dass 
nTreg, welche konstitutiv Foxp3 exprimieren, eher über CTLA-4 suppressiv wirken. Dagegen sollen 
iTreg insbesondere für die IL-10-Ausschüttung verantwortlich sein.  
Nachdem die CTLA-4- und IL-10-Expression durch Treg im vorherigen Kapitel analysiert wurde und 
nicht klar war, um welche Treg-Population es sich handelte, wurden diese nun mithilfe des nTreg-
Markers Helios, eines Transkriptionsfaktors aus der Ikaros-Familie, unterschieden. Die meisten 
intratumoralen Foxp3+ Treg wurden als Helios+ nTreg identifiziert (3.21A).  
Die durchflusszytometrische Messung der IL-10-Produktion (Abbildung 3.21A) nach In-vitro-
Stimulation mit PMA und Ionomycin ergab, dass Treg aus erkrankten λ-MYC-Mäusen signifikant 
mehr IL-10 produzierten als wt-Treg (Abbildung 3.21B). Entgegen der allgemeinen Annahme waren 
jedoch nicht nur intratumorale Helios- iTreg für die IL-10-Produktion verantwortlich, sondern ebenso 
Helios+ nTreg, die in gleichem Maße IL-10 produzierten (Abbildung 3.21B). 
Hinsichtlich ihrer Ki-67-Expression (Abbildung 3.21C) proliferierten nTreg sowohl in wt- als auch 
kranken λ-MYC-Tieren fast doppelt so stark wie Helios- iTreg (Abbildung 3.21D). Demnach sammeln 
sich nTreg durch ihre erhöhte Proliferation möglicherweise verstärkt im Tumor an. Geht man von 
einer suppressiven Funktion der Treg aus, könnten nTreg demnach wichtiger für die Inhibierung der 
Immunantwort im λ-MYC-Modell sein als iTreg. 
Da vermutet wurde, dass nTreg tumorassoziierte Antigene (TAA) über ihren T-Zell-Rezeptor (TZR) 
erkennen können, wurde die Expression des Oberflächenproteins CD137, welches nach TZR-
spezifischer Aktivierung auf T-Zellen exprimiert wird, mittels FACS analysiert (Abbildung 3.21E). Wie 
in Abschnitt 3.1.3.1 beschrieben, wurde CD137 im λ-MYC-Modell kaum von CD4+ und CD8+ T-
Effektorzellen, sondern vor allem von Treg exprimiert. Der hohe Anteil an CD137+ Treg in λ-MYC-
Lymphomen scheint dabei fast vollständig auf die Subpopulation der nTreg zurückzuführen sein, die 
fast zehnmal so viel CD137 exprimierten wie iTreg (Abbildung 3.21F). 
Die Treg-Untergruppe der Helios+ nTreg hatte aufgrund ihrer gesteigerten Proliferation und CD137-
Expression im Tumor anscheinend tumorassoziierte Antigene (TAA) erkannt. Diese Hypothese wurde 






Abbildung 3.21: Untersuchung von Helios
+
 nTreg und Helios
-
 iTreg. (A) Repräsentative Abbildung der 




 Treg in wt- und kranken λ-MYC-Milzzellen. Die Zellen wurden 
bei 37°C für 4 h ex vivo mit PMA und Ionomycin inkubiert und die Expression von IL-10 und Helios nach einer 
intrazellulären Färbung mittels FACS bestimmt. (B) Anteil IL-10-produzierender nTreg und iTreg in wt- und 
kranken λ-MYC-Milzen. Exemplarische Darstellungen der Koexpression von Helios mit (C) Ki-67 und (E) CD137 
in Treg aus wt- und λ-MYC-Milzzellen. FACS-Analyse der Helios- und Ki-67-Expression nach einer intrazellulären 
und der CD137-Expression nach einer Oberflächenfärbung. (D) Anteile Ki-67-positiver und (F) CD137-
exprimierender nTreg im Vergleich zu iTreg in wt- und kranken λ-MYC-Milzen. Ergebnisse abgebildet als 



















3.4.4    Untersuchung lymphomassoziierter Antigene in In-vitro-Kokulturen 
Um der Frage nachzugehen, ob Foxp3+ Treg spezifisch lymphomassoziierte Antigene erkennen, 
wurde ein Tumor-Spezifitäts-Versuch etabliert.  
3.4.4.1    Proliferation der CD4+ T-Zellen nach In-vitro-Stimulierung 
Der in Abbildung 3.22A gezeigte Versuchsaufbau (Abschnitt 2.2.12.2) sieht eine In-vitro-
Restimulierung von CD4+ T-Zellen aus wt-Tieren für 7 Tage mit bestrahlten Tumorzellen unter rIL-2-
Zugabe vor. Neben der aus kranken λ-MYC-Mäusen generierten, autologen B-Lymphomzelllinie 291 
wurde die B16F0-Melanomzelllinie als Negativkontrolle verwendet. Die T-Zellen in der Kultur wurden 
mit APZ aus zuvor bestrahlten, nicht proliferierenden wt-Splenozyten stimuliert.  
Als Ablesesystem diente die Proliferation (Abbildung 3.22B) der Foxp3+ Treg und Foxp3- Teff. Diese 
wurde mit Ki-67 und anhand des Verlustes des CPD-Farbstoffes, mit welchem die CD4+ T-Zellen zuvor 
markiert worden waren (Abschnitt 2.2.9) und dessen Fluoreszenzintensität mit jeder Zellteilung 
reduziert wurde, mittels FACS analysiert. 
CD4+Foxp3+ Treg aus wt-Mäusen exprimierten an Tag 0 mehr Ki-67 und proliferierten damit stärker 
als CD4+Foxp3- Teff (Abbildung 3.22C). Nach siebentägiger Inkubation von CD4+ T-Zellen aus wt-
Mäusen mit rIL-2, bestrahlten Tumorzellen und APZ in Form bestrahlter Milzzellen wurde deren 
Proliferation mittels Ki-67-Expression durchflusszytometrisch bestimmt und als Maß für die 
Erkennung lymphomassoziierter Antigene verwendet. Bei einer spezifischen Erkennung von TAA auf 
291-Lymphomzellen sollten CD4+ T-Zellen folglich in der Kokultur mit 291-Zellen proliferieren, in der 
Kultur mit der irrelevanten B16F0-Melanomzelllinie hingegen nicht.  
Tatsächlich zeigt Abbildung 3.22D, dass Treg in der 291-Kokultur signifikant stärker proliferierten als 
in der Kultur ohne Tumorzellen oder mit den B16F0-Melanomzellen, was für die Erkennung von TAA 
spricht. Die geringe Proliferation der Treg in der Kokultur ohne APZ schloss zudem eine 
Kreuzpräsentation durch 291-Zellen aus. Teff zeigten hingegen in keiner der Kokulturen eine 















 Teff. Bestimmung Ki-67-Expression von T-Zellen nach 
siebentägiger In-vitro-Stimulation in verschiedenen Kokulturen. (A) Vereinfachte Darstellung des 
Versuchsaufbaus. CD4
+
 wt-T-Zellen wurden für 7 Tage bei 37°C mit rIL-2 stimuliert. Wahlweise wurden 
bestrahlte (100 Gy) 291-Lymphomzellen oder B16F0-Melanomzellen und bestrahlte (30 Gy) wt-Milzzellen 
eingesetzt Je nach Fragestellung wurde zusätzlich ein αMHC-II-Antikörper hinzugefügt. (B) Exemplarische 
durchflusszytometrische Erfassung der CD4
+
 T-Zell-Proliferation mittels Ki-67 oder der CPD-Verdünnung in 
proliferierenden Treg und Teff in den Histogrammen mit Angabe des prozentualen Anteils proliferierender T-
Zellen. (C) Anteil Ki-67-positiver Treg und Teff an Tag 0. Dargestellt als Mittelwert ± SEM (n=3). Die Signifikanz 
wurde mittels Student’s t-Test berechnet. (D) Ki-67-Expression von Treg und Teff als Duplikate aus einer wt-
Maus, die für 7 Tage in vitro bei 37 °C mit den angegebenen Zellen kokultiviert wurden. Abgebildet sind 








3.4.4.2    Effekte einer In-vitro-MHC-II-Blockade auf die Proliferation der CD4+ T-Zellen 
Zur Überprüfung einer spezifischen Peptid-T-Zell-Interaktion wurde den Kokulturen ein MHC-Klasse-
II (I-Ab/I-E)-blockierender Antikörper zugegeben. Als Kontrolle dienten die jeweiligen Kulturen ohne 
MHC-II-Hemmung. Nach siebentägiger Stimulation wurde die Proliferation der Foxp3+ Treg und 
Foxp3- Teff anhand des CPD-Verlustes und der damit abnehmenden Mittleren Fluoreszenzintensität 
des Proliferationsfarbstoffes mittels FACS gemessen. Das repräsentative Beispiel einer wt-Maus in 
Abbildung 3.23A zeigt, dass im Vergleich zu den Kulturen ohne αMHC-II-Antikörper, die Proliferation 
nur in Treg, nicht aber in Teff durch die MHC-II-Inhibierung in vitro reduziert wurde. In der Kokultur 
mit den B16F0-Zellen gab es auch für Treg keine Unterschiede in der Proliferation. Die Ergebnisse 
wurden durch Färbung des Proliferationsmarkers Ki-67 bestätigt (Abbildung 3.23B). 
 
Abbildung 3.23: Reduzierte In-vitro-Proliferation von CD4
+
 T-Zellen in der Kokultur nach Zugabe eines αMHC-II 
(I-A
b
/I-E)-Antikörpers (Verdünnung 1:2000). CPD-markierte CD4
+
 T-Zellen wurden in variierender 









 Teff wurden mittels FACS detektiert. Repräsentative Histogramme für die jeweilige Kokultur mit 
oder ohne αMHC-II-Zugabe mit Angabe des prozentualen Anteils proliferierender Zellen. (B) Ki-67-Anteil von 
Treg und Teff als Duplikate aus einer wt-Maus für die angegebene Kokultur mit oder ohne MHC-II-Blockade. 





4    DISKUSSION 
Bei Tumorerkrankungen kommt es durch den Funktionsverlust von T-Effektorzellen zu einer 
eingeschränkten Immunantwort (Wang et al. 2011; Wherry 2011; Whiteside et al. 2016). Funktionell 
erschöpfte T-Zellen werden charakterisiert durch eine hohe Expression gegenregulatorischer 
Rezeptoren, beispielsweise PD-1 und CTLA-4. Diese sogenannten Immun-Kontrollpunkte dienen im 
physiologischen Kontext der Limitierung überschießender Immunreaktionen, während Tumoren 
denselben Mechanismus zur Unterdrückung T-Zell-abhängiger Immunantworten nutzen (Lesokhin et 
al. 2015; Schietinger & Greenberg 2014). Um die Antitumor-Immunität wiederherzustellen und so 
die Tumorprogression zu hemmen, zielen daher viele immuntherapeutische Strategien auf die 
Reaktivierung der funktionellen Eigenschaften erschöpfter T-Zellen mithilfe von Kontrollpunkt-
Inhibitoren (Apetoh et al. 2015; Crespo et al. 2013; Fourcade et al. 2009; Turnis et al. 2015).  
Bereits seit einigen Jahren werden gegen PD-1 und CTLA-4 gerichtete Antikörper erfolgreich in der 
Tumorbehandlung eingesetzt (Hodi et al. 2010; Schadendorf et al. 2015). Das auffallendste Merkmal 
dieser neuen Antikörperklasse ist ihre Fähigkeit, langanhaltende Tumorregressionen zu induzieren 
(Baumeister et al. 2016; Lesokhin et al. 2015). Obwohl wenige Patienten nach der Kontrollpunkt-
Blockade von einer kompletten Tumorremission profitieren, sprechen die meisten partiell auf die 
Therapie an und können mit zurückbleibenden Krebszellen oft jahrelang beschwerdefrei leben 
(Lipson et al. 2013; Topalian et al. 2014). 
Mithilfe des murinen λ-MYC-Tumormodells (Kovalchuk et al. 2000), welches die klinische Situation 
genauer reflektiert als transplantierbare Lymphommodelle, sollte in der vorliegenden Arbeit die 
Wirkweise der αPD-1/αCTLA-4-Behandlung ermittelt werden. Neben einer Therapie-induzierten 
Reaktivierung der T-Zellen wurden auch Mechanismen für die stabile Wachstumsarretierung der 
Tumorzellen nach Kontrollpunkt-Blockade gefunden. 
4.1    DIE SYNERGISTISCHE ANWENDUNG VON IMMUN-KONTROLLPUNKT-
INHIBITOREN IM λ-MYC-LYMPHOMMODELL 
Durchflusszytometrische Analysen hatten gezeigt, dass intratumorale CD8+ und CD4+ T-Zellen auf 
ihrer Oberfläche signifikant mehr CTLA-4 und PD-1 exprimierten als entsprechende wt (Abbildung 





boten daher geeignete Zielstrukturen für den therapeutischen Einsatz CTLA-4- und PD-1-
antagonisierender Antikörper im λ-MYC-Modell. 
Dabei ist die monotherapeutische Applikation von αPD-1- und αCTLA-4-Antikörpern meist nicht so 
effektiv wie die Blockade mehrerer Immun-Kontrollpunkte (Callahan et al. 2015; Melero et al. 2015). 
Der synergistische Effekt einer αPD-1/αCTLA-4-Kombinationstherapie wurde durch eine Reihe 
präklinischer (Dai et al. 2015; Duraiswamy et al. 2013) sowie klinischer Studien (Larkin et al. 2015; 
Postow et al. 2015; Wolchok et al. 2013) gezeigt und konnte im endogenen λ-MYC-Lymphommodell 
bestätigt werden (Riedel 2013). Den positiven Ergebnissen folgte 2015 die Zulassung der αPD-1/ 
αCTLA-4-Kombination zur Melanom-Behandlung. 
Es überrascht nicht, dass die Kombinationsbehandlung synergistisch wirkt, da CTLA-4 und PD-1 an 
unterschiedlichen Punkten der T-Zell-Aktivierung angreifen (Curran et al. 2010; Mellman et al. 2011). 
CTLA-4 reguliert die frühe T-Zell-Aktivierung und -Proliferation im LK (Walunas et al. 1994) sowie die 
Treg-vermittelte Immunsuppression (Tanaka & Sakaguchi 2017). Somit könnte eine CTLA-4-
Inhibierung nicht nur die Aktivierung tumorspezifischer T-Zellen verbessern (Kvistborg et al. 2014), 
sondern auch die suppressive Funktion der Treg-Zellen hemmen (Qezada et al. 2006). PD-1 
beeinflusst hingegen die Effektorfunktion der T-Zellen, da es insbesondere deren Aktivität im 
peripheren Gewebe und Tumor hemmt (Freeman et al. 2000; Ishida et al. 1992; Keir et al. 2007; 
Nishimura et al. 1999). Aufgrund der PD-1-Expression auf B- und NK-Zellen, kann eine PD-1-Blockade 
zudem die Antikörperproduktion der B-Zellen und die NK-Zell-Aktivität verbessern (Velu et al. 2009).  
Neben immunologischen Effekten wurden auch unterschiedliche Genexpressionsprofile in 
Tumorproben von Patienten, die zuvor mit αPD-1-, αCTLA-4- oder beiden Antikörpern behandelt 
worden waren, festgestellt (Chen et al. 2016; Das et al. 2015). Der dominante Signalweg der CTLA-4-
Blockade war die Zellproliferation, während PD-1-regulierte Gene in die Steuerung von T- und NK-
Zellen sowie zytolytische Funktionen involviert waren. Die kombinatorische Behandlung induzierte 
wiederum andere Gene als die Monotherapien. Das einzige Gen, das sowohl nach αPD-1- und 
αCTLA-4- als auch nach der Kombinationstherapie hochreguliert wurde (Das et al. 2015), war IFN-γ. 
Diesem wird häufig eine positive Korrelation mit dem klinischen Ansprechen nach Ipilimumab-
Behandlung zugesprochen (Hamid et al. 2011; Ji et al. 2012). 
Die Vorteile einer PD-1/CTLA-4-Doppelblockade wurden hinreichend belegt. Für die vorliegende 
Arbeit wurden junge, klinisch gesunde λ-MYC-Tiere daher ausschließlich mit der Kombination aus 
PD-1- und CTLA-4-blockierenden Antikörpern therapiert. Deren Überleben und immunologische 





4.2    T-ZELL-REAKTIVIERUNG NACH IN-VIVO-PD-1/CTLA-4-BLOCKADE 
Die therapeutische Wirksamkeit der αPD-1/αCTLA-4-Behandlung wird allgemein einer verbesserten 
Antitumor-Antwort zugeschrieben, die durch die Reaktivierung erschöpfter T-Zellen hervorgerufen 
wird (Pardoll et al. 2012; Sharma et al. 2011). Duraiswamy und Kollegen (2013) beobachteten in 
murinen Modellen des Kolon- und Ovarialkarzinoms eine verstärkte Tumorinfiltrierung von T-
Effektorzellen, die eine hohe PD-1- und CTLA-4-Expression aufwiesen. Nach PD-1/CTLA-4 Blockade in 
vivo kam es nicht nur zu einer Tumorabstoßung in zwei Drittel der Mäuse, sondern zudem zu der 
funktionellen Reaktivierung tumorinfiltrierender CD8+ und CD4+ T-Zellen. Neben einer verstärkten 
Proliferation war auch deren Zytokinproduktion erhöht. Eine verstärkte Sekretion der pro-
inflammatorischen Zytokine IFN-γ- und TNF durch intratumorale T-Zellen nach In-vivo-Kontrollpunkt-
Inhibierung wurde bereits vielfach beobachtet und als möglicher Grund für deren antitumorale 
Wirkung genannt (Curran et al. 2010; Fourcade et al. 2014; Goding et al. 2013; Gubin et al. 2014). 
Auch im λ-MYC-Lymphommodell zeigten CD8+ und CD4+ T-Effektorzellen aus erkrankten λ-MYC-
Mäusen einige Erschöpfungsmerkmale, etwa die erhöhte PD-1- und CTLA-4-Expression (Abbildung 
3.1) oder eine verminderte Proliferation (Abbildung 3.5). Gleichzeitig hatten sie einen aktivierten 
Phänotyp (Abbildung 3.3) und produzierten mehr IFN-γ und TNF (Abbildung 3.4). Obwohl diese 
Antigen-spezifisch aktivierten T-Zellen demnach das Potenzial hatten, eine Antitumor-Antwort zu 
induzieren, konnte die Tumorentwicklung nicht verhindert werden. Die In-vivo-αPD-1/αCTLA-4-
Kombinationsbehandlung von λ-MYC-Mäusen konnte das Überleben der Tiere jedoch signifikant 
verbessern und führte in einigen Mäusen sogar zur Heilung des aggressiven, endogen wachsenden λ-
MYC-Lymphoms (Abbildung 3.2B). Durch die PD-1/CTLA-4-Blockade konnten auch die T-Zell-
Funktionen in den behandelten λ-MYC-Mäusen wiederhergestellt werden. Dabei wurde nicht nur die 
Spätphase der Tumorerkrankung, sondern auch die Immunantwort in der Initialphase untersucht. Zu 
diesem Zweck wurden mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern behandelte Tiere vor Ausbruch der 
Erkrankung geopfert und mit unbehandelten Kontrollen verglichen. Im Vergleich zu untherapierten 
λ-MYC-Kontrollen wurde in behandelten Tieren nach In-vitro-αCD3/αCD28-Stimulation eine 
verstärkte Proliferation (Abbildung 3.5B) der intratumoralen T-Zellen beobachtet, die sich in deren 
Absolutzahl widerspiegelte (Abbildung 3.5C). Die Produktion der pro-inflammatorischen Zytokine 
IFN-γ und TNF nahm nach der αPD-1/αCTLA-4-Behandlung ebenfalls zu (Abbildung 3.4). T-
Effektorzellen aus klinisch gesunden λ-MYC-Mäusen, die zuvor mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern 
behandelt worden waren, exprimierten zudem verstärkt den frühen Aktivierungsmarker CD69 





stimulierenden Rezeptors CD137 (Abbildung 3.3D), der nach TZR-spezifischer Aktivierung 
hochreguliert wird. In bereits erkrankten Tieren wurde trotz αPD-1/αCTLA-4-Gabe jedoch eine 
Abnahme der Aktivierung gemessen (Abbildung 3.3). Auch T-Zellen von Patienten mit stark 
fortgeschrittenem Prostatakarzinom wiesen nach Behandlung mit dem CTLA-4-blockierenden mAK 
Ipilimumab eine abnehmende CD69-Expression auf, während diejenigen mit geringerer Tumorlast 
eine CD69-Zunahme zeigten (Fong et al. 2009). 
4.3    VERBESSERTE TUMORKONTROLLE DURCH αPD-1/αCTLA-4-
INDUZIERTE SENESZENZ IN LYMPHOMZELLEN 
Trotz der wiederhergestellten T-Zell-Funktion nach αPD-1/αCTLA-4-Behandlung entwickelten die 
meisten λ-MYC-Mäuse, wenn auch stark verzögert, Lymphome (Abbildung 3.2). Die Untersuchung 
der CD19+ B-Lymphomzellen in λ-MYC-Mäusen zeigte zudem, dass diese nicht durch reaktivierte T-
Effektorzellen eliminiert worden waren (Abbildung 3.6). Da die Behandlung mit Kontrollpunkt-
Inhibitoren auch in der Klinik selten zu einer Zerstörung des Tumors, sondern eher zu einer stabilen 
Erkrankung führt (Lipson et al. 2013; Topalian et al. 2014; Schadendorf et al. 2015; Wolchok et al. 
2013), scheinen neben der Tumoreliminierung durch reaktivierte T-Lymphozyten auch andere 
Mechanismen für die Tumorkontrolle durch Immuntherapien verantwortlich zu sein. 
In vielen Tumoren findet man eine erhöhte Fraktion seneszenter Zellen, die sich anhand ihrer β-
Galaktosidase-Aktivität bei pH 6 entweder mikroskopisch oder mit der FACS-basierten C12FDG-
Methode identifizieren lassen (Debacq-Chainiaux et al. 2009; Dimri et al. 1995; Ernst et al. 2015; 
Gary & Kindell 2005). Seneszenz beschreibt eine permanente Zellzyklus-Arretierung und kann durch 
DNA-Schäden (DDR, DNA Damage Response) oder aktivierte Onkogene wie MYC induziert werden 
(Serrano et al. 1997; Zhu et al. 1998). Auch in Milzzellen kranker λ-MYC-Tiere waren nach 
mikroskopischer und durchflusszytometrischer Analyse (Abbildung 3.7) im Vergleich zu wt-Mäusen 
signifikant mehr seneszente Zellen nachweisbar, was als MYC-Onkogen-induzierte Seneszenz (OIS) 
gewertet wurde. Obwohl MYC als wichtiges Apoptose-Gen in Tumorzellen auch Apoptose induzieren 
kann (Evan et al. 1992; Shi et al. 1992), zeigte die Analyse der Lymphomzellen mittels Annexin V eine 
Abnahme der apoptotischen Milzzellen kranker λ-MYC-Mäuse im Vergleich zu wt-Tieren (Abbildung 





Seneszenz wird oft als Sicherungskopie der Apoptose betrachtet und könnte in Krebszellen wichtig 
sein, die während der Tumorgenese eine Apoptoseresistenz entwickeln (Hanahan & Weinberg 2000; 
Schmitt et al. 2002). 
Die Induktion der Seneszenz kann über zwei Signalwege (Abbildung 1.2) erfolgen. Während der 
Tumorsuppressor p16 zu einer direkten Inhibierung Cyclin-abhängiger Kinasen (CDK, Cyclin-
dependent Kinase) führt, wird p21 erst nach Aktivierung durch p53 ein CDK-Inhibitor (van Deursen 
2014). Durch Hemmung der CDK wird der hypophosphorylierte Zustand des Tumorsuppressors Rb 
aufrechterhalten, der folglich den Zellzyklus irreversibel stoppt. (Collado et al. 2007; Kim et al. 2006; 
Kuilman et al. 2010). Daher werden auch p16 und p21 als Seneszenzmarker verwendet (Collado & 
Serrano 2010). Die biologische Funktion der Seneszenz als Barriere gegen die Tumorgenese wurde 
erstmals 2005 gezeigt (Braig et al.; Chen et al.; Collado et al.; Michaloglou et al.). Wird dieser 
Verteidigungsmechanismus gestört, können sich maligne Tumoren entwickeln.  
4.3.1    Einsatz pro-seneszenter Therapien zur Verbesserung der Tumorkontrolle 
Man ging lange davon aus, dass entartete Zellen durch die Chemo- oder Radiotherapie-induzierten 
DNA-Schäden selbst eliminiert werden. Heute ist bekannt, dass durch diese Therapieverfahren auch 
Tumorsuppressoren wie p53 aktiviert werden (Lowe et al. 1993; Schmitt et al. 1999) und durch die 
Stimulierung nachfolgender Mechanismen, etwa Apoptose oder Seneszenz (Bunz et al. 1998; Suzuki 
et al. 2001), die Zerstörung der Zelle ausgelöst wird (Chang et al. 1999; Johnstone et al. 2002). Im 
murinen Eμ-MYC-Modell, welches dem klinischen Bild der humanen CLL (Chronisch Lymphatische 
Leukämie) entspricht, wurde die Bedeutung einer Chemotherapie-induzierten Seneszenz (TIS) von 
Schmitt und Kollegen (2002) untersucht. Eμ-MYC-Mäuse sprachen durch eine p53- und p16-
gesteuerte Seneszenzinduktion auf die Behandlung an. Mäuse hingegen, bei denen durch genetische 
Deletion von p16, p53 oder p21 (Chang et al. 1999; Schmitt et al. 1999) Seneszenzdefekte verursacht 
wurden, hatten eine schlechtere Prognose nach der Chemotherapie. 
Erstmals beobachteten Braumüller und Kollegen (2013) in Tumorzellen eine durch IFN-γ- und TNF-
sezernierende Th1-Zellen extrinsisch induzierte Seneszenz, der keine Onkogenaktivierung oder DDR 
vorausgegangen war. Da im λ-MYC-Lymphommodell nach αPD-1/αCTLA-4-Therapie T-Zellen mehr 
IFN-γ und TNF produzierten (Abbildung 3.4), wurde die Seneszenz in λ-MYC-Tumorzellen näher 
untersucht. Dabei zeigte sich ein signifikant erhöhter Anteil seneszenter Lymphomzellen (Abbildung 





Eine permanente Wachstumsarretierung der seneszenten Zellen konnte nicht überprüft werden, da 
die zur Seneszenzermittlung verwendete C12FDG-Methode keine Gegenfärbung des intrazellulären 
Proliferationsmarkers Ki-67 erlaubt. Nach durchflusszytometrischer Analyse von Ki-67 wurde 
beobachtet, dass die Gesamtpopulation lebender CD19+ Lymphomzellen nach der αPD-1/αCTLA-4-
Therapie im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen keine reduzierte Proliferation aufwies (Daten 
nicht gezeigt). Die fehlende Proliferationsabnahme der Tumorzellen trotz Seneszenzinduktion 
könnte dadurch begründet werden, dass die Tumorzellen vor der Therapie bereits proliferierten und 
die Ki-67-Expression in den Zellen auch nach Auslösung der TIS nachweisbar blieb. Die Bedeutung 
der Seneszenzinduktion für den Behandlungserfolg der Kontrollpunkt-Inhibitoren wurde in vivo 
mithilfe p21-defizienter λ-MYC-Mäuse bestätigt, deren Überleben trotz der αPD-1/αCTLA-4-Therapie 
im Vergleich zu untherapierten Kontrollen geringfügig, jedoch nicht signifikant verlängert wurde 
(Abbildung 3.9). Die im λ-MYC-Modell beobachtete TIS in Tumorzellen, die nach αPD-1/αCTLA-4-
Gabe ausgelöst wurde, zeigt somit einen neuen Wirkmechanismus der Kontrollpunkt-Inhibitoren 
und könnte für deren Therapieerfolg eine entscheidende Rolle spielen. 
Da Seneszenz in Krebszellen wie eine Barriere gegen die Tumorgenese wirkt, könnten zielgerichtete 
Therapien, die selektiv Seneszenz in Tumorzellen erhöhen, ein wichtiger Bestandteil der 
Tumorbehandlung werden (Calcinotto & Alimonti 2017). Eine Vielzahl pro-seneszenter Therapien 
wird aktuell getestet. Der 2015 zugelassene Wirkstoff Palbociclib (Dhillon 2015) erzielte ein hohes 
Ansprechen bei ER+Her2- Brustkrebs-Patientinnen. Er gehört zu der Gruppe der CDK4/6-Inhibitoren, 
welche als p16-Mimetika wirken und derzeit die vielversprechendsten pro-seneszenten Wirkstoffe 
sind (Dickson et al. 2016; O’Leary et al. 2016; Thangayel et al. 2011). Der MDM-2-Inhibitor Nutlin-3a 
hingegen kann durch die Hemmung der p53-Degradierung zu einer Seneszenzinduktion in 
Tumorzellen beitragen (Barone et al. 2014; Purvis et al. 2012) und wurde bereits in hämatologischen 
und soliden Tumoren untersucht (Peng et al. 2013; Wade et al. 2013). Auch der Kinase-Hemmer 
Dasatinib (Dos Santos et al. 2013) und der Telomerase-Inhibitor Imetelstat (Tefferi et al. 2015) 
werden mit einer Seneszenzinduktion assoziiert. Im Modell des  murinen Mammakarzinoms konnte 
durch Hemmung der Tyrosin-Phosphatase SHP-2 Seneszenz in Tumorzellen induziert und die  
Tumorentwicklung aufgehalten werden (Lan et al. 2015). SHP-2 spielt auch eine wichtige Rolle für 
die Aufrechterhaltung einer hohen λ-MYC-Expression (Aceto et al. 2012). Da ihre Hemmung zudem 
die Anergie von tumorinfiltrierenden Lymphozyten und den inhibierenden Effekt von PD-1 auf T-
Zellen hemmt (Wang et al. 2011), ist eine pharmakologische SHP-2-Blockade im λ-MYC-Modell in 





4.3.2    Seneszenzinduktion als therapeutische Strategie - ein doppelschneidiges Schwert 
Neben einem irreversiblen Zellzyklus-Stopp und den oben genannten Biomarkern werden 
seneszente Zellen durch einen Seneszenz-assoziierten Sekretorischen Phänotyp (SASP; Coppé et al. 
2008) charakterisiert.  
Neben der Sekretion immunstimulierender Zytokine wie IL-6 und IL-8 werden auch 
Wachstumsfaktoren und Zelladhäsionsmoleküle produziert und so ein inflammatorisches Milieu 
geschaffen (Acosta et al. 2008; Campisi et al. 2013; Coppé et al. 2010; Kuilman et al. 2008; Munos-
Espin & Serrano 2014). Der SASP kann in Nachbarzellen durch parakrine Signale eine „Bystander-
Seneszenz“ auslösen (Acosta et al. 2013) und Immunzellen der angeborenen und adaptiven 
Immunität, etwa Neutrophile, Makrophagen, NK-Zellen und Th1-Zellen rekrutieren und aktivieren. 
Diese Immuninfiltrate können die Tumorprogression hemmen, indem sie die Entfernung der 
seneszenten Zellen aus dem Tumor durch Phagozytose oder Zytotoxizität im Sinne einer „Seneszenz-
Überwachung“ (Childs et al. 2014) steuern und zusätzlich Seneszenz durch Zytokin-Produktion im 
Tumor induzieren (Braumüller et al. 2013; Chuprin et al. 2013; Gabrilovich et al. 2012; Kang et al. 
2011; Krizhanovsky et al. 2008). Gleichzeitig kann der SASP autokrine Signale hervorrufen, um den 
Seneszenzstatus der Zelle aufrechtzuerhalten (Coppé et al. 2008). Seneszente Zellen regulieren auch 
Liganden hoch, die nicht auf normalen Zellen exprimiert sind und werden auf diese Weise 
immunogen. Durch die Induktion des NKG2D-Liganden auf seneszenten Zellen können NK-Zellen und 
CD8+ CTL diese spezifisch erkennen und eliminieren (Calcinotto & Alimonti 2017). 
Die Seneszenz wird inzwischen als dynamischer Prozess gesehen (Ivanov et al. 2013), der in eine 
frühe und eine vertiefende Phase eingeteilt werden kann. Physiologisch werden „akut seneszente 
Zellen“ (Childs et al. 2014) von Immunzellen entfernt. Unter pathologischen Bedingungen oder durch 
ein alterndes Immunsystem (Burton 2009; Solana et al. 2012) kann es zu einer ineffizienten 
Eliminierung „chronisch seneszenter Zellen“ (Childs et al. 2014) kommen, die folglich akkumulieren 
(Burton & Faragher 2015). Werden seneszente Zellen jedoch nicht durch eine Immunantwort aus 
dem Tumor entfernt, kann die dauerhafte Sekretion von SASP-Komponenten die Zellproliferation 
und Angiogenese im Tumor fördern und damit paradoxerweise die Tumorgenese stimulieren (Coppé 
et al. 2010). Dies sollte beim Einsatz Seneszenz-induzierender Therapien bedacht werden (Sun et al. 
2012). Eine Kombination mit Therapeutika, die seneszente Zellen aus dem Tumor entfernen und so 
eine Tumorprogression durch SASP vermeiden, könnte die Effizienz pro-seneszenter Behandlungen 





Da die Antitumor-Wirkung der zellulären Seneszenz insbesondere durch SASP-Faktoren und Tumor-
Immunantworten gesteuert wird, könnte die Kombination pro-seneszenter Wirkstoffe mit 
Immuntherapeutika ein effizienter Ansatz sein (Calcinotto & Alimonti 2017). Dieser konnte 
präklinisch in einem Melanommodell durch Vilgelm und Kollegen (2016) bereits bestätigt werden. 
Sie zeigten, dass die Therapie mit dem Seneszenz-induzierenden Kinase-Inhibitor AURKAi die CCL5-
Sekretion der Melanomzellen erhöhte, was wiederum eine verstärkte Rekrutierung von 
tumorinfiltrierenden T-Lymphozyten zur Folge hatte. Die behandelten Mäuse sprachen daraufhin 
besser auf eine immuntherapeutische T-Zell-Stimulation mit dem agonistischen αCD137-Antikörper 
an, was sich in einer abnehmenden Tumorgröße äußerte.  Ähnliches ist auch für die verbesserte 
Tumorkontrolle in λ-MYC-Mäusen nach αPD-1/αCTLA-4-Therapie (Abbildung 3.2) denkbar, wobei in 
diesem Fall die Kontrollpunkt-Inhibitoren selbst als Seneszenzinduktoren (Abbildung 3.8) wirkten 
und zusätzlich T-Zellen reaktivierten (Abbildungen 3.3 - 3.5). 
4.3.3    Seneszenz und Apoptose: konkurrierende Verteidigungsmechanismen der 
Tumorgenese 
Apoptose ist ebenso wie die Seneszenz ein genetisch regulierter Prozess und stellt die wichtigste 
Form des Zelltodes dar. Sowohl extrinische Signale wie TNF oder Fas-Ligand als auch intrinsische 
Stress-Stimuli können Apoptose induzieren (Abbildung 1.3), die anschließend durch anti- und pro-
apoptotische Moleküle aus der Bcl-2-Familie gesteuert wird (Adams & Cory 2007; Reed et al. 1988; 
Tsujimoto & Croce 1986). Die Apoptose führt zu einer schnellen Eliminierung dysfunktionaler Zellen 
durch Phagozytose, ohne eine Entzündungsreaktion auszulösen (Erwig & Henson 2008; Fuchs & 
Steller 2011; Reed 2000) und sollte demnach die Tumorentwicklung eher verhindern als Seneszenz.  
Inzwischen wird eine Reihe zielgerichteter Therapien in der Klinik eingesetzt, die pro-apoptotische 
Proteine induzieren, etwa die Tyrosinkinase-Inhibitoren Imatinib und Idelalisib (Brusa et al. 2005; 
Chen et al. 2016; Falkenhorst et al. 2016) oder anti-apoptotische Signalwege hemmen, 
beispielsweise der Bcl-2-Inhibitor Navitoclax (Shi et al. 2011). Auch die Behandlung der λ-MYC-
Mäuse mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörper konnte - wenn auch nur geringfügig - Apoptose in 
Lymphomzellen induzieren (Abbildung 3.10B), wohingegen die Seneszenzinduktion nach der αPD-1/ 
αCTLA-4-Therapie signifikant war (Abbildung 3.8). Obwohl Apoptose die wichtigste Form des 
Zelltodes ist, wird manchmal die Seneszenz vorgezogen, da möglicherweise die Gewebshomöostase 





Gegenteil zu apoptotischen Zellen ihre Entfernung mit einem gewebereparierenden Prozess 
verbinden (Burton & Faragher 2015). Zudem sind seneszente Zellen metabolisch aktiv und können 
Nachbarzellen durch SASP-Faktoren beeinflussen (Childs et al. 2014). 
Seneszenz und Apoptose können auch simultan ablaufen. Manchmal wird Apoptose durch starken 
Stress, beispielsweise eine hohe Dosierung der Chemotherapeutika Doxorubicin (Song et al. 2005) 
und Etoposid (Probin et al. 2006) induziert, während Seneszenz durch geringere Dosen ausgelöst 
wird (Vousden & Lane 2007). Einige Wirkstoffe wie Busulfan induzieren hingegen dosisunabhängig 
nur Seneszenz. Die Entscheidung für Seneszenz oder Apoptose scheint von der Art des DNA-
Schadens, seiner Schwere und dem Zelltyp abhängig zu sein (Childs et al. 2014). Entgegen der 
früheren Annahme, dass seneszente Zellen Apoptose-resistent sind (Wang 1995), wurde inzwischen 
gezeigt, dass sie mit Zunahme der Passagen apoptotisch werden (Hampel et al. 2004; Wang et al. 
2004). Zudem wurde beobachtet, dass seneszente Zellen die Fas-Expression auf Tumorzellen 
induzieren können, wodurch diese anfälliger für Fas-induzierte Apoptose waren (Crescenzi et al. 
2011). 
Derzeit zielen die meisten Tumortherapeutika auf die Reaktivierung apoptotischer Mechanismen in 
Krebszellen zur Tumoreliminierung. Allerdings erlangt die TIS, welche auf einen stabilen Wachstums-
Stopp der Tumorzellen ausgerichtet ist, zunehmende Bedeutung. Auch der erfolgreiche Einsatz von 
Kontrollpunkt-Inhibitoren ist weniger einer Tumordestruktion, sondern eher der Auslösung einer 
verzögerten, aber langanhaltenden Immunantwort und damit stabilen Erkrankung geschuldet.  
4.4    ABHÄNGIGKEIT DER αPD-1/αCTLA-4-INDUZIERTEN SENESZENZ UND 
TUMORKONTROLLE VON IFN-γ UND TNF 
Eine Verstärkung der IFN-γ-Signalweg-Komponenten nach Therapie mit Kontrollpunkt-Inhibitoren 
wurde von verschiedenen Gruppen beobachtet (Chen et al. 2016; Das et al. 2015; Hugo et al. 2016; 
Van Allen et al. 2015) und korreliert mit einem positiven Ansprechen in der Klinik (Hamid et al. 2011; 
Ji et al. 2012). Es wurde ebenso gezeigt, dass die pro-inflammatorischen Zytokine IFN-γ und TNF für 
die Induktion einer Antitumor-Antwort wichtig sind (Braumüller et al. 2013; Müller-Hermelink et al. 
2008). Daher wurde in vivo die Bedeutung von IFN-γ und TNF für die Tumorkontrolle im λ-MYC-
Lymphommodell nach Behandlung mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern untersucht. Zum einen nahm in 





Antikörper XMG1.2 behandelt wurden, die absolute T-Effektorzellzahl (Abbildung 3.15) ab. Zum 
anderen hatte sowohl eine Neutralisierung von IFN-γ (Abbildung 3.12) als auch die Depletion von 
TNF (Abbildung 3.16B) in vivo während der αPD-1/αCTLA-4-Behandlung das Überleben der λ-MYC-
Tiere signifikant verkürzt. Demnach waren IFN-γ und auch TNF für die Tumorkontrolle in λ-MYC-
Mäusen nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade essenziell.  
Im λ-MYC-Lymphommodell wurde die verstärkte Produktion von TNF und IFN-γ durch intratumorale 
T-Zellen (Abbildung 3.4) und eine signifikant erhöhte IFN-γ-Produktion durch NK-Zellen (Fauser, 
persönliche Mitteilung) nach In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade beobachtet. Die Bedeutung der T-Zellen 
für die Tumorsuppression nach Kontrollpunkt-Blockade wurde bereits in Abschnitt 4.2 diskutiert. NK-
Zellen spielen ebenfalls eine wichtige Rolle während der Immunantwort gegen Tumorzellen (Adam 
et al. 2005; Brenner et al. 2010; Pötzl et al. 2017) und können die Antitumor-Antwort von aktivierten 
CD8+ CTL (Lang et al. 2012; Rabinovich et al. 2003) und von CD4+ T-Zellen (Lu et al. 2007) regulieren. 
Da IFN-γ und TNF Zytokine der T-Zell- und NK-Zell-Antwort sind, wurde die Bedeutung dieser 
Zellpopulationen auf die Tumorkontrolle nach αPD-1/αCTLA-4-Gabe in vivo untersucht. 
Überraschenderweise zeigten Tiere nach einer pan-T-Zell-Depletion mit dem MmTC-Antikörper 
(Abbildung 3.17) keinen signifikanten Unterschied im Überleben verglichen mit λ-MYC-Mäusen, die 
nur die αPD-1/αCTLA-4-Antikörper erhalten hatten. Wurden während der αPD-1/αCTLA-4-
Behandlung hingegen NK-Zellen mithilfe des polyklonalen Antikörpers αAsialo-GM1 (Abbildung 
3.18B) oder des mAK TM-β1 (Abbildung 3.18D) depletiert, wurde das Überleben der λ-MYC-Tieren 
im Vergleich zu Mäusen, die nicht NK-Zell-defizient waren, verkürzt. Die Überlebenskurven der NK-
Zell-depletierten Mäuse (Abbildungen 3.18B & D) hatten sich zwar der Kurve von unbehandelten 
Kontrolltieren angenähert, führten im Gegensatz zu der Neutralisierung von IFN-γ oder TNF 
(Abbildungen 3.12 & 3.16) jedoch nicht zu einem vollständigen Rückgang der Überlebensrate. Dies 
verwundert nicht, da die Tiere noch T-Effektorzellen besaßen, welche einen Teil der IFN-γ- und TNF-
Produktion steuerten. 
Die Behandlung von B-Zell-Tumoren mit IFN-γ- und TNF-produzierenden T-Zellen hatte die Induktion 
einer zytokinabhängigen Tumorwachstums-Arretierung gezeigt (Braumüller et al. 2013). Im 
vorherigen Abschnitt wurde bereits erörtert, dass die Seneszenzinduktion in Tumorzellen nach 
Behandlung der λ-MYC-Tiere mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern (Abbildung 3.8) möglicherweise zu der 
verzögerten Tumorprogression beigetragen hatte. Ein direkter Zusammenhang zwischen 
Zytokinproduktion und Seneszenzinduktion für das λ-MYC-Modell wurde zunächst in vitro 
nachgewiesen, indem in der aus kranken λ-MYC-Mäusen generierten B-Lymphomzelllinie 291 durch 





Eine zusätzliche Behandlung der αPD-1/αCTLA-4-therapierten λ-MYC-Mäuse mit IFN-γ- (Abbildung 
3.12) oder TNF- (Abbildung 3.16) depletierenden Antikörpern bestätigte die zytokinabhängige 
Seneszenzinduktion nach Kontrollpunkt-Inhibierung in vivo. Die durchflusszytometrische Analyse 
mittels C12FDG-Methode ergab, dass eine IFN-γ- oder TNF-Depletion in λ-MYC-Mäusen nicht nur die 
Tumorkontrolle, sondern auch die Seneszenz (Abbildungen 3.13 & 3.16C) in den Lymphomzellen 
reduziert hatte. Die zuvor beobachtete, leichte Apoptose-Zunahme in Tumorzellen nach der PD-1/ 
CTLA-4-Blockade wurde durch eine In-vivo-IFN-γ-Neutralisierung ebenfalls aufgehoben (Abbildung 
3.14). 
Dies führt zu der Hypothese, dass die zytokinabhängige Seneszenzinduktion und in geringerem Maße 
auch die Apoptoseinduktion in Tumorzellen für eine langanhaltende Tumorkontrolle nach αPD-1/ 
αCTLA-4-Therapie benötigt werden. Dabei scheinen NK-Zellen nach Kontrollpunkt-Blockade für die 
Bereitstellung von IFN-γ zu genügen (Abbildung 3.18). Eine T-Zell-Depletion hatte keine Auswirkung 
auf die Tumorkontrolle nach αPD-1/αCTLA-4-Gabe (Abbildung 3.17), allerdings gab es in der Gruppe 
der T-Zell-depletierten Tiere keine Langzeitüberleber. Da die Tumorzerstörung als Konsequenz der T-
Effektorzell-Aktivierung bereits beobachtet wurde (Egeter et al. 2000; Mocikat et al. 2003; Quezada 
et al. 2010), könnten tumorspezifische T-Zellen weniger für die Tumorkontrolle, sondern eher für die 
Kompletteradikation des Tumors benötigt werden. 
4.5    REGULATORISCHE T-ZELLEN IM λ-MYC-MODELL 
4.5.1    Die Bedeutung der Treg für die Immunsuppression im λ-MYC-Modell 
Neben einer funktionellen Erschöpfung der T-Zellen (Apetoh et al. 2015; Crespo et al. 2013) 
entwickeln Tumoren weitere Immunevasions-Strategien, um einer Antitumor-Antwort zu entgehen. 
Oft ist der Anteil der suppressiven Treg-Population im Tumor stark erhöht, wodurch die Inhibierung 
der Immunantwort verstärkt wird (Zou et al. 2006; Nizar et al. 2009; Valzasina et al. 2006). Auch im 
λ-MYC-Tumor hatte der Anteil Foxp3+ Treg an der Gesamtpopulation der CD4+ T-Zellen signifikant 
zugenommen (Abschnitt 3.4.1). Um den Beitrag der Treg zur Immunsuppression in λ-MYC-Tieren zu 





In den λ-MYC/DEREG-Mäusen wurden Foxp3+ Treg durch Diphtherietoxin-Gabe spezifisch in vivo 
depletiert (Lahl & Sparwasser 2011), wodurch die Tumorprogression verzögert und eine suppressive 
Rolle der Treg im λ-MYC-Tumor belegt werden konnte (Riedel 2013). Deren suppressive Kapazität 
wurde in einem standardisierten In-vitro-Suppressions-Assay (Abbildung 3.19; Flessner 2015) 
überprüft. Dieser zeigte eine dosisabhängige Inhibierung der Proliferation von CD4+Foxp3- T-
Effektorzellen durch CD4+Foxp3+ Treg und bestätigte damit die Ergebnisse anderer Gruppen (Collison 
& Vignali et al. 2011; Curiel et al. 2004; Okoye et al. 2014; Scurr et al. 2014). Zudem unterschieden 
sich Treg aus kranken λ-MYC- und wt-Mäusen auf Einzelzellebene nicht hinsichtlich ihrer 
suppressiven Kapazität (Daten nicht gezeigt). Da im λ-MYC-Modell eine erhöhte intratumorale Treg-
Fraktion gefunden wurde (Abschnitt 3.4.1), könnte eine verstärkte Suppression im λ-MYC-Lymphom 
alleine darauf zurückzuführen sein. 
Ein zunehmendes Verhältnis von Treg zu T-Effektorzellen korreliert in den meisten Tumorarten mit 
einer schlechteren Prognose (Oleinika et al. 2013). Daher versuchen viele therapeutische Ansätze, 
das Verhältnis durch Treg-Eliminierung wieder in Richtung der T-Effektorzellen zu verschieben. 
Mögliche Angriffspunkte sind insbesondere auf Treg hochexprimierte Moleküle wie CD25 (Shimizu et 
al. 1999), CCR4 (Tanaka & Sakaguchi 2017) sowie CTLA-4 (Scaffidi & Misteli 2006). 
Während die regulatorischen Moleküle PD-1 und CTLA-4 in T-Effektorzellen einen 
Erschöpfungszustand anzeigen, können sie bei Treg als stimulatorische Rezeptoren wirken (O’Garra 
& Vieira 2004; von Boehmer 2005) und eine effektive Immunantwort zusätzlich erschweren. Im λ-
MYC-Modell hatten Treg innerhalb der T-Zell-Population zudem die höchste PD-1- und CTLA-4-
Expression (Abbildung 3.1), was auch im einem B16-Melanommodell beobachtet wurde (Curran et 
al. 2010). Daher wird der neuen Antikörperklasse der Kontrollpunkt-Inhibitoren neben der 
Reaktivierung von T-Effektorzellen auch eine Hemmung der suppressiven Kapazität von Treg 
zugeschrieben (Bulliard et al. 2013; Qezada et al. 2006; Selby et al. 2013). Mkrtichyan und Kollegen 
(2011) untersuchten in vitro die suppressive Fähigkeit von Treg aus dem murinen TC-1-
Zervixkarzinommodell. Die Treg inhibierten nicht nur die Proliferation von CD8+ CTL und CD4+ T-
Effektorzellen, sondern auch deren IFN-γ-Produktion. Durch Zugabe von αPD1 zur In-vitro-Kultur 
wurde die suppressive Kapazität der Treg jedoch aufgehoben und die T-Effektorzell-Proliferation 
gesteigert. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen aus der In-vivo-PD-1/CTLA-4-Blockade in λ-
MYC-Mäusen, die ebenfalls die Proliferation der CD8+ und CD4+ T-Zellen (Abbildung 3.5) steigerte. 
Jedoch nahmen dabei auch Absolutzellzahl und Proliferation (Abbildung 3.5) der Treg sowie deren 





Akhmetzyanova und Kollegen (2016), die Mäuse mit transplantierten FBL-3- oder MTEC-Tumoren 
mit dem agonistischen Antikörper aCD137 therapiert hatten, beobachteten ebenfalls eine erhöhte 
Treg-Zahl nach Therapie. Die dennoch stattfindende Antitumor-Antwort wurde auf die Induktion 
eines zytotoxischen Treg-Effektortyps, der unter anderem Granzym B exprimierte, durch die 
αCD137-Gabe zurückgeführt. Dergleichen ist auch für die Therapie der λ-MYC-Mäuse mit αPD-1/ 
αCTLA-4-Antikörpern denkbar. 
4.5.2    Die Rolle der nTreg und iTreg für die Immunsuppression 
Bei den oben beschriebenen zytotoxischen Treg handelte es sich um „natürliche“ nTreg. Diese Treg-
Subpopulation, die konstitutiv Foxp3 exprimiert und im Thymus entsteht, ist wichtig für die Toleranz 
gegen Selbst- und tumorassoziierte Antigene (TAA). Die heterogene Gruppe der iTreg steuert 
hingegen die Immunantwort gegen Fremd-Antigene und wird peripher aus CD4+Foxp3- T-Zellen 
induziert (Adeegbe & Nishikawa 2013). Eine Unterscheidung der beiden Untergruppen erfolgt meist 
durch den nTreg-Marker Helios, einen Transkriptionsfaktor aus der Ikaros-Familie (Thornton et al. 
2010). CD4+Foxp3- T-Zellen, die in vitro mittels TGF-β zu Foxp3+ Treg konvertieren, exprimieren 
hingegen kein Helios (Shevach & Thornton 2014). 
Bei den meisten tumorinfiltrierenden Treg handelt es sich um Helios+ nTreg (Abbildung 3.21A; 
Fialova et al. 2013; Hindley et al. 2011; Scurr et al. 2014). Im Vergleich zu Helios- iTreg exprimieren 
nTreg mehr CTLA-4, dessen Genexpression vom Transkriptionsfaktor Foxp3 kontrolliert und mit der 
suppressiven Aktivität der nTreg assoziiert wird (Sakaguchi 2004; Wing et al. 2008; Yamaguchi et al. 
2013). Im Tumormilieu gibt es zudem eine verstärkte Produktion immuninhibierender Zytokine wie 
IL-10 (Abbildungen 21A & B), welches Antigen-spezifische T-Zell-Antworten hemmen kann (Curiel et 
al. 2004; O’ Garra et al. 2008; Shevach et al. 2009). Es wird beschrieben, dass die IL-10-Sekretion 
insbesondere durch die heterogene iTreg-Subpopulation gesteuert wird (Adeegbe & Nishikawa 
2013; Ng et al. 2013). Dies konnte für das λ-MYC-Lymphommodell nicht bestätigt werden, da die 
Produktion von IL-10 gleichermaßen auf nTreg wie auf iTreg zurückzuführen war. Im λ-MYC-Modell 
wiesen Treg aus tumortragenden Tieren im Vergleich zu wt-Mäusen neben einer erhöhten CTLA-4-
Expression auch eine verstärkte IL-10-Produktion auf (Abbildung 3.20A). Zudem wurde gezeigt, dass 





Intratumorale Treg, die - bedingt durch eine hohe Expression gegenregulatorischer Moleküle wie  
PD-1 und CTLA-4 - einen suppressiven Phänotyp aufweisen, könnten durch die vermehrte Sekretion 
von IL-10 die Funktion der T-Effektorzellen somit noch stärker hemmen.  
Eine Therapie mit PD-1/CTLA-4-blockierenden Antikörpern könnte die Suppression durch Treg 
demnach aufheben. Allerdings wurde in tumorinfiltrierenden Lymphozyten von Melanompatienten 
beobachtet, dass eine PD-1-Blockade neben der Induktion tumorspezifischer CTL auch die IL-10R-
Expression derselben verstärkt hatte, weshalb eine Doppelblockade von IL-10 und PD-1 als Therapie 
vorgeschlagen wurde (Sun et al. 2015). 
Oft wird den nTreg eine dominante Rolle bei der Tumorprogression zugeschrieben (Hansen 2013; 
Oleinika et al. 2013). Dies wurde auch in einem murinen Colitis-Modell mithilfe eines 
Transferversuches verdeutlicht (Huang et al. 2014). Wurden nTreg und iTreg zusammen in 
Lymphozyten-defiziente Empfängermäuse transferiert, dominierten unabhängig vom applizierten 
Verhältnis stets nTreg das Treg-Zell-Kompartiment. Auch andere Transferexperimente lassen 
vermuten, dass die Induktion der iTreg aus Foxp3- Teff im Tumor nicht effizient ist (Wang et al. 
2012). Einige Autoren gehen davon aus, dass in situ proliferierende Helios+ nTreg die 
Hauptpopulation im Tumor sind (Shevach & Thornton 2014; Zabransky et al. 2012), was gegen eine 
Konversion von iTreg im Tumor spricht und auch im λ-MYC-Tumor bestätigt wurde (Riedel 2013). Die 
Erfassung der Proliferation mittels Ki-67 unterstrich die oben genannten Studien, da nTreg sowohl in 
wt- als auch kranken λ-MYC-Tieren fast doppelt so stark proliferierten wie Helios- iTreg (Abbildungen 
3.21C & D). 
4.6    ERKENNUNG LYMPHOMASSOZIIERTER ANTIGENE DURCH TREG 
Die starke Hochregulation von CD137 auf Treg in λ-MYC-Lymphomzellen (Abbildung 3.3) deutet auf 
eine TZR-spezifische Aktvierung nach Erkennung von TAA hin. Tumorzellen sind entartete 
Körperzellen, die tumorassoziierte immunogene Selbst-Antigene exprimieren können (Adeegbe & 
Nishikawa 2013; Oleinika et al. 2013). Es wird vermutet, dass TAA von Helios+ nTreg über deren TZR 
spezifisch erkannt werden (Darrasse-Jèze et al. 2009) und aktivierte nTreg die Antitumor-Antworten 
hemmen (Nishikawa et al. 2003; Vence et al. 2007). Auch im λ-MYC-Lymphommodell entfiel der 
hohe CD137-Anteil fast ausschließlich auf die Helios+ nTreg-Population, wohingegen Helios- iTreg 





Die gesteigerte CD137-Expression und Proliferation der nTreg-Subpopulation (Abbildung 3.21D) ließ 
darauf schließen, dass diese TAA erkannt hatten. 
Darrasse-Jèze und Kollegen (2009) hatten in transplantierten Tumormodellen eine Treg-Aktivierung 
nach Erkennung von TAA beobachtet, die sogar vor der Aktivierung tumorspezifischer T-
Effektorzellen stattfand. Für die Präsentation der TAA gegenüber Treg schienen DZ verantwortlich 
sein. Einige Gruppen gehen zudem davon aus, dass Treg besser als Teff tumorassoziierte Selbst-
Antigene erkennen, da ihr TZR-Repertoire selbstreaktiver ist und sie mehr Adhäsionsmoleküle wie 
LFA-1 exprimieren (Jordan et al. 2001; Nishikawa & Sakaguchi 2014; Sakaguchi 2004). Chen und 
Kollegen (2017) konnten die Interaktion zwischen Treg und DZ experimentell belegen. Das LFA-1 auf 
Treg hatte eine starke Bindung zu DZ, wodurch deren Fähigkeit, mit Antigen-spezifischen T-
Effektorzellen zu interagieren, limitiert wurde. Diese Bindung ist reversibel und womöglich ein 
Kontrollmechanismus der T-Zell-Aktivierung (Yan et al. 2017). Im Hinblick auf das λ-MYC-Modell 
konnte im In-vitro-Tumor-Spezifitäts-Versuch (Abbildung 3.22) tatsächlich gezeigt werden, dass 
Foxp3+ Treg - nicht jedoch Foxp3- Teff - nach Erkennung lymphomassoziierter Antigene auf 
autologen 291-Zellen verstärkt proliferierten (Abbildung 3.22D).  
Zudem beobachtete die Gruppe um Darrasse-Jèze (2009), dass Treg nach ihrem Transfer in MHCII+/+, 
nicht aber in MHCII-defizienten tumortragenden Mäuse, expandierten. Damit belegten sie, dass die 
alleinige Sekretion von Zytokinen nicht ausreicht, um Treg zum Tumor zu rekrutieren, sondern 
vielmehr eine Antigen-gesteuerte Proliferation unerlässlich ist. Die Überprüfung einer spezifischen 
Peptid-T-Zell-Interaktion wurde im In-vitro-Tumor-Spezifitäts-Versuch (Abbildung 3.23) durch Zugabe 
eines MHC-II-blockierenden Antikörpers untersucht. Die dadurch reduzierte Proliferation der 291-
lymphomspezifischen Treg (Abbildung 3.23) bestätigte die Notwendigkeit einer Antigen-gelenkten 
Treg-Proliferation. 
Dies könnte zudem ein weiterer Hinweis auf die untergeordnete Rolle der iTreg für die 
Tumorentstehung sein, da diese erst peripher aus naiven Foxp3- Teff induziert werden. Sie sind zwar 
wichtig für die Aufrechterhaltung der Immuntoleranz, aber da die Tumorentstehung früh 
entschieden wird, haben iTreg vermutlich keinen entscheidenden Einfluss in den meisten Tumoren 
(Darrasse-Jèze & Podsypanina 2013). Da auch Treg Tumorantigen-spezifisch aktiviert werden 
können, wird für die Optimierung von Immuntherapien eine zusätzliche Treg-Depletion 






4.7    AUSBLICK 
Gegen CTLA-4 und PD-1 gerichtete Antikörper erzielen nicht nur in präklinischen Modellen 
vielversprechende Resultate, sondern werden auch in der Klinik erfolgreich in der Tumortherapie 
eingesetzt und können langanhaltende Antitumor-Immunantworten induzieren (Ansell et al. 2015; 
Larkin et al. 2015; Schadendorf et al. 2015). Die Wirksamkeit einer kombinatorischen Behandlung 
mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern im endogenen λ-MYC-Lymphommodell wurde gezeigt und einige 
zugrundeliegende Mechanismen vorgestellt. Dennoch bleiben viele Fragen hinsichtlich der 
Wirkweise dieser neuartigen Antikörper und ihrem Einfluss auf die unterschiedlichen Immunzellen 
im λ-MYC-Modell offen: 
- Lässt sich der Überlebensvorteil einer Kontrollpunkt-Blockade durch Kombination mit dem 
agonistischen αCD137-Antikörper verstärken? 
Die T-Zell-Bremse könnte durch PD-1- und/oder CTLA-4-Blockade gelöst werden. Gleichzeitig 
könnte eine T-Zell-aktivierende αCD137-Therapie auf das immunologische „Gaspedal“ 
drücken. 
- Wird die Seneszenz in Lymphomzellen durch die Depletion von T-Zellen oder NK-Zellen 
reduziert? 
- Wie beeinflusst die αPD-1/αCTLA-4-Therapie Seneszenz und Wachstum transferierter 
Tumorzellen? 
Dazu könnten zunächst Lymphomzellen aus unbehandelten p21KO/ λ-MYC-Mäusen oder aus 
λ-MYC-Mäusen in wt-Tiere transferiert werden. Diese sollten im gleichen Maß anwachsen. 
Durch Behandlung dieser Mäuse mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern könnten Unterschiede in 
der Tumorkontrolle und Seneszenzinduktion in den Tumorzellen identifiziert werden. 
- Kann eine Treg-Depletion in Kombination mit der αPD-1/αCTLA-4-Behandlung die 
Tumorentstehung zusätzlich verzögern und was passiert dabei mit anderen Immunzellen? 
Um die Bedeutung der Treg für den therapeutischen Effekt der αPD-1/αCTLA-4-Antikörper 
zu analysieren, könnten Foxp3+ Zellen während der Therapie in DEREG / λ-MYC -Mäusen 







- Kann die αPD-1/αCTLA-4-Therapie das suppressive Potenzial der Treg mindern? 
Dazu sollen Treg aus DEREG / λ-MYC-Mäusen, die zuvor mit αPD-1/αCTLA-4-Antikörpern 
behandelt wurden, im etablierten In-vitro-Suppressions-Assay (Abschnitt 3.4.1) auf ihre 
suppressive Kapazität untersucht werden. Durch Analyse der Teff-Proliferation könnte man 
erkennen, ob die Therapie einen Effekt auf die suppressiven Fähigkeiten der Treg hat. 
- Welchen Einfluss hat die PD-1-Expression auf die suppressive Kapazität der Treg? 
Mittels FACSAria™ III (Abschnitt 2.2.11.2) sollen PD-1-hochexprimierende und PD-1-negative 
Treg sortiert und deren suppressive Aktivität im In-vitro-Assay (Abschnitt 3.4.1) verglichen 
werden. 
- Kann die Neutralisierung des immunsupprimierenden Zytokins IL-10 während der αPD-1/ 
αCTLA-4-Therapie das Überleben verbessern? 
- Welchen Effekt hat IL-10 auf die Seneszenz in Tumorzellen? 
- Welche tumorspezifischen Peptide werden Antigen-spezifisch von Treg erkannt? 
Die Peptide könnten, beruhend auf der Arbeit von Dongre und Kollegen (2001), mittels 
Sequenzanalyse identifiziert werden. Nach In-vitro-Induktion von MHC-I/II-Molekülen auf 
291-Lymphomzellen mit rIFN-γ (Abschnitt 2.2.13) könnten Peptide aus den MHC-Molekülen 
von 291-Zellen und wt-Milzzellen eluiert und im Massenspektrometer auf Epitope 
untersucht werden. Für anschließende Analysen werden Peptide von Interesse sein, die 
exklusiv auf 291-Zellen exprimiert werden. Mit diesen Peptiden könnte unter Anwendung 
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